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A.U. Önkényes egység 
APPI Alzheimer prekurzor protein inhibitor 
domén 
BA Benzamidin 
BPTI Szarvasmarha pankreatikus tripszin 
inhibitor 
C- Karboxi- 
CD Cirkuláris dikroizmus 
DFP diizopropilfluorofoszfát 
DNS Dezoxiribonukleinsav 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Etilén-diamin-tetraacetát 
ELISA Enzimjelzéses immunszorbens esszé 
EST [Rövid szekvencia részlet, melyet cDNS 
részleges szekvenálásával nyertek] 
Fmoc 9-fluorenilmetoxikarbonil 
FPLC Gyors fehérje folyadékkromatográfia 




kopolisztirén-1% divinilbenzén gyanta 
HPLC Nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia
hPSTI Humán pankreatikus szekretoros tripszin 
inhibitor 
IPTG Izopropil- -D-tiogalaktozid 
kb Kilobázis 
kcat Átviteli szám 
KM Michaelis-konstans 
kobs Megfigyelt sebességi állandó 
LB Luria-Bertani 
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MASP Mannózköt  lektin asszociált szerin 
proteáz 
MBP Mielin bázikus fehérje 
MBP Mielin bázikus fehérje 
Me N-metil 
MMP Mátrix metalloproteáz 
mRNS Hírviv  ribonukleinsav 
MUB 4-metilumbelliferon 
MUGB 4-metilumbelliferil 4-guanidinobenzoát 
N- Amino- 
PABA p-aminobenzamidin 
PAGE Poliakrilamid gélelektroforézis 
PAR Proteáz aktivált receptor 
PCR Polimeráz láncreakció 
pI Izoelektromos pont 
PMSF Fenilmetilszulfonilfluorid 
p-NA p-nitroanilid 
rpm Percenkénti fordulatszám 
SDS Nátrium dodecil szulfát 
STI Szójabab tripszin inhibitor 
Suc N-szukcinil 
t- Szöveti típusú 
TCR T-sejt receptor 












Kühne 1867-ben felismerte, hogy a hasnyálmirigy váladéka képes fehérjék 
lebontására, és az aktivitásért felel s anyagot tripszinnek nevezte el (Kühne, 1867). Az 
enzim elnevezést is Kühne alkotta meg, és felismerte, hogy az enzimeknek nem csupán 
élettani jelent sége nagy, hanem a fehérjék tanulmányozása szempontjából is fontosak. 
Az azóta eltelt mintegy másfél évszázad során a tripszin a szerin proteázok 
m ködésének vizsgálata során modellrendszerül szolgált. Ezen túlmen en a 
felhalmozódott nagymennyiség  szerkezeti és biokémiai adat lehet vé tette, hogy a 
tripszinen a fehérjék szerkezete és funkciója közti összefüggéseket általánosságban is 
vizsgálják. 
Több mint száz évvel a tripszin els  leírását követ en fedeztek fel egy 
különleges tripszint, melyet ma humán tripszin 4-nek nevezünk. Ez az enzim számos 
tulajdonságában eltér más tripszinekt l: Egyedülálló a genomiális elhelyezkedése, és 
nem rendelkezik felismerhet  szignálszekvenciával. Aktivitása rövid, szintetikus 
szubsztrátokon kismértékben különbözik más tripszinekét l, nagyméret , 
fehérjetermészet  szubsztrátokon ellenben drasztikus a különbség. A kanonikus 
inhibitorokkal szemben rezisztens, illetve hasítja ket. Mindezen különbségek egyetlen 
glicin/arginin cserére vezethet k vissza a 193-as pozícióban. 
A szerin proteázok szerkezetét általában katalitikus, szubsztrátköt  és zimogén 
aktivációs részekre osztják (Kraut, 1977). A 193-as pozíció azonban különleges módon 
mindhárom strukturális elemnek tagja: részt vesz az átmeneti állapotot stabilizáló 
oxianion lyuk kialakításában, része az S2’ szubsztrátköt  zsebnek, valamint a zimogén 
aktivációs domén egyik fontos csuklópántja is. A humán tripszin 4 tehát egyedülálló 
módon felhívja figyelmünket arra, hogy bármennyire is kényelmes az egyes fehérje 
funkciók elkülönített vizsgálata, a különböz  funkciók szorosan összefüggenek 
egymással. Így a fehérjék m ködését csak akkor érthetjük meg a maga teljességében, ha 
ezt vizsgálataink során figyelembe vesszük. 
Doktori munkám során a szerin proteázok m ködésének különböz  aspektusait 
— a katalitikus mechanizmust, a szubsztrátkötést, valamint az inaktív/aktív 
konformációs átalakulást — vizsgáltam a humán tripszin 4 példáján. Ehhez olyan 
módszereket alkalmaztam, mint az irányított mutagenezis, egyensúlyi és gyorskinetika, 
protonleltár, valamint különböz  szerkezeti próbák. 
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1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS
1.1. A szerin proteázok 
A proteázok gyakorlatilag valamennyi fiziológiás folyamatban szerepet 
játszanak. Szerepük fontosságát alátámasztja az a tény is, hogy a legtöbb szervezet 
génjeinek megközelít leg 2%-a proteázt kódol, egyedül a transzkripciós faktorok száma 
nagyobb. M ködésük alapján a proteázokat négy családba sorolják: aszpartát proteázok, 
cisztein proteázok, szerin proteázok és metalloproteázok. 
Az összes proteáz mintegy harmada a szerin proteázok közé tartozik. Ezekben 
egy szerin hidroxil csoportja intéz nukleofil támadást a hasítandó peptidkötés ellen 
(Barrett és mtsai, 1998; Hedstrom, 2002). Ezen felül a katalitikus apparátus általában 
magában foglal még egy általános bázist, többnyire egy hisztidint is. A szerin proteázok 
túlnyomó többsége hét klánba sorolható a harmadlagos szerkezet és a katalitikus 
aminosavaknak a szekvenciában való sorrendje alapján. Az SA, SB, SC és SH 
klánokban — melyek tipikus képvisel i rendre a tripszin, a szubtilizin, a 
karboxipeptidáz A és a kazeinolitikus proteáz — evolúciósan független utakon 
katalitikus triád alakult ki (Rawlings és Barrett, 2000). Ezen enzimekben az általános 
bázis egy hisztidin. A szubsztrát hidrolízisben a katalitikus szerinen és hisztidinen kívül 
egy aszparaginsav is részt vesz, melynek a hisztidin imidazol gy r jének 
orientációjában van szerepe. Nemrégiben ett l eltér  katalitikus apparátussal rendelkez
szerin proteázokat is felfedeztek (Dodson és Wlodawer, 1998). Az SH klánban szintén 
katalitikus triádot találunk, ám ennek harmadik tagja a szerin és a hisztidin mellett egy 
további szerin. Az SE és SF klánokban csupán két aminosav vesz részt a katalízisben: 
vagy egy szerin és egy hisztidin, vagy pedig a szerin mellett egy lizin tölti be az 
általános bázis szerepét. Végül a TA klánban az N-terminális szerin vagy treonin a 
nukleofil. 
A szerin proteáz klánokat tovább osztják mintegy negyven családba 
aminosavsorrendjük összehasonlítása alapján (Rawlings és Barrett, 2000). Az S1 család, 
melynek tipikus képvisel je a tripszin, általában véve a proteázok legnagyobb családja 
mind az ismert fehérjeszekvenciák (a MEROPS adatbázis több mint 6000 szekvenciát 
tartalmaz), mind pedig a különböz  proteáz aktivitások tekintetében. 
Az S1 családról és általánosságban a szerin proteázokról való ismereteink 
nagyrészt a tripszin tanulmányozásán alapulnak (Perona és Craik, 1995). Továbbá 
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valamennyi az S1 családba tartozó szerin proteáz egy triptikus specificitású, emészt
funkciót ellátó közös st l ered (de Haën és mtsai, 1975; Neurath, 1984). Ma a 
tripszinszer  szerin proteázok számos különböz  organizmusban jelen vannak — 
baktériumokban, gombákban és állatokban is —, és az evolúció során a legkülönböz bb 
specializált feladatok elvégzésére szakosodtak olyan alapvet  élettani folyamatokban, 
mint a hemosztázis, immunvédekezés, jelátvitel, apoptózis, reprodukció, fejl dés és 

















(Sim és Laich, 2000) 
Komplement faktorok B, D és I 
Komplement komponensek C1r, C1s és C2 






(Oikonomopoulou és mtsai, 2006) 
Trombin 
Véralvadási faktorok VIIa és Xa 
Hízósejt triptáz 





(O'Connell és Stenson-Cox, 2007) 
Granzim A és B 
Omi 
Apoptotikus protein 24 
u-Plazminogén aktivátor 
Reprodukció 
(Jeong és Lee, 2007; Liu, 2007) 
Akrozin 
Prosztata specifikus antigén 
u-Plazminogén aktivátor 
t-Plazminogén aktivátor 
Fejl dés és differenciálódás 
(LeMosy és mtsai, 1999; Selvarajan és mtsai, 
2001; Zeeuwen, 2004) 
Hepatocita növekedési faktor aktivátor 
Hepatocita növekedési faktor 
Hízósejt triptáz 





Bakteriális homológok Alfa litikus proteáz 
Streptomyces griseus proteáz A és B 
1. Táblázat A tripszinszer  proteázok néhány jellegzetes képvisel je. A táblázat Hedstrom munkája 
alapján készült módosításokkal (Hedstrom, 2002). Az irodalmi hivatkozások, amennyiben elérhet , 
összefoglaló tanulmányokat tartalmaznak; más esetekben eredeti kutatási eredményeket összefoglaló 
közleményeket. 
1.2. A tripszinszer  szerin proteázok szerkezete 
A tripszinek molekulatömege hozzávet leg 25 kDa. Bár az aminosav 
szekvenciában jelent s eltérések lehetnek, az S1 családba tartozó valamennyi enzim 
térszerkezete er sen konzervált (1. ábra). A tripszinszer  szerin proteázok két, egymásra 
mer legesen elhelyezked  homológ doménb l épülnek fel, az aktív hely a két domén 
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közti hasítékban fekszik. Mindkét domén egy hatszálú antiparallel -hordót, valamint 
egy C-terminális -hélixet tartalmaz. Az si gén feltehet leg csak egyetlen -hordót 
kódolt, majd a kétdoménes szerkezet génduplikáció és –fúzió eredményeképp alakult ki 
(Lesk és Fordham, 1996). Az amino- és karboxi-terminális doméneket összeköt
peptidszakaszt elhasítva a tripszinogén felgombolyodása sikeresen megtörténik in vitro
körülmények között (Duda és Light, 1982; Higaki és Light, 1986). Ez a megfigyelés 
alátámasztja azt az elképzelést, amely szerint a szerin proteázok egyes doménjeinek 
felgombolyodása a fehérjeszintézis során is egymástól függetlenül történik. A 
térszerkezeten túlmen en a molekula funkcionális részei is — mint a katalitikus triád, 
illetve ezen aminosavak közvetlen környezete — er sen konzerváltak. Ezt kihasználva 
degenerált oligonukleotid primereket terveztek a katalitikus szerin és hisztidin 
aminosavak környezetében található szekvenciarészletekre, majd PCR reakciókban 
felhsználva tripszineket és hasonló szerin proteázokat azonosítottak számos különböz
szervezetben, mint például a human tripszin 4-et emberi agyban (Emi és mtsai, 1986; 
Sakanari és mtsai, 1989; Tani és mtsai, 1990; Wiegand és mtsai, 1993). 
1. ábra A szarvasmarha tripszin és a humán trombin egymásra illesztett röntgenkrisztallográfiás 
szerkezete. A tripszint kék, míg a trombint sárga szalagmodell ábrázolja, a katalitikus triád elemeit 
pálcikamodell ábrázolás emeli ki. Az ábra a 2BLV és a 2BVR szerkezetek felhasználásával a PyMOL 
(DeLano Scientific) programmal készült (DeLano, 2002). 
12
A tripszinek térszerkezetét diszulfidhidak stabilizálják. A diszulfidhidak közül 
három valamennyi szerin proteázban konzervált (42-581, 168-182, 191-220) beleértve a 
bakteriális és ízeltlábú tripszineket is (Roach és mtsai, 1997). A gerinchúrosok 
tripszinjében megjelenik még egy (136-201), majd a gerinces tripszinekben két további 
diszulfidhíd (22-157, 127-232). A tripszinek evolúciója során tehát a diszulfidhidak 
száma n tt. Ezzel ellentétben a humán vonal egy ezt követ  csökken  tendenciát mutat: 
valamennyi humán tripszin elvesztette a 127-232 diszulfidhidat, ezen felül a humán 
tripszin 2 a 136-201 diszulfidhidat is. 
A tripszineknek egy további szerkezeti jellegzetessége egy nagy affinitású 
kalciumköt  hely jelenléte, melyet a Glu70-Glu80 hurok peptidgerincének karbonil 
csoportjai alkotnak (Bode és Schwager, 1975). A kalciumkötés szükséges az enzim 
stabilitásához, ennek hiányában a tripszin gyors autodegradációt szenved. A kalcium 
ionok stabilizáló hatása egyes feltételezések szerint a molekula -hélix tartalmának 
növekedésére vezethet  vissza, amint ezt víz és etanol elegyében végzett cirkuláris 
dikroizmus mérések mutatták (Kotormán és mtsai, 2003). A szarvasmarha tripszinben 
az els dleges autolízis hely a Lys145-Ser146 peptidkötés, mely az amino- és karboxi 
terminális doméneket összeköt  peptidszakaszban helyezkedik el (autolízis hurok) 
(Schroeder és Shaw, 1968). További autolízis helyek a Lys188-Asp189, Lys60-Ser61 és 
Arg117-Val118 peptidkötések (Maroux és Desnuelle, 1969; Smith és Shaw, 1969). 
A tripszinek izoelektromos pontja tág határok között változhat (3,9-8,3), a 
legtöbb fajban több, különböz  izoelektromos ponttal rendelkez  forma is el fordul 
(Roach és mtsai, 1997). A kationos és anionos tripszinek funkciójában nem mutattak ki 
különbséget, bár lehetséges szubsztrátspecificitásbeli eltérés (Fletcher és mtsai, 1987). 
A kationos és anionos tripszinek összehasonlítása ugyanis felfedte, hogy a töltésbeli 
eltérések nagyrészt a fehérje C-terminális részén találhatók, ami a szubsztrátköt  helyet 
alkotja. 
1.3. A szerin proteázok aktív helye 
1.3.1. A katalitikus triád és az oxianion lyuk 
A tripszinek aktív helyének legfontosabb aminosavai a peptidkötés hasításában 
szorosan együttm köd , konzervált His57, Asp102, Ser195 triád. A His57 és Asp102 
                                                
1 Az aminosavak számozása a szarvasmarha kimotripszinogén számozást követi (Hartley és mtsai, 1965). 
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aminosavak az N-terminális doménhez tartoznak, míg a Ser195-öt a C-terminális domén 
tartalmazza. A Ser195 és a His57 vesznek részt közvetlenül a peptidkötés két lépésben, 
acil transzfer mechanizmussal történ  hasításában. A Ser195 hidroxil csoportja intéz 
nukleofil támadást a hasítandó peptidkötés karbonil szénatomja ellen. A His57 növeli a 
katalitikus szerin reakcióképességét azáltal, hogy általános bázisként felveszi a Ser195 
hidroxil csoportjáról a protont. Az Asp102 karboxil csoportja hidrogén hidat képez a 
His57-tel, növelve ezáltal annak elektronegativitását, illetve stabilizálja az imidazol 
gy r  megfelel  rotamer és tautomer formáját. 
A katalitikus triád egy kiterjedt hidrogénhidas hálózat része: hidrogénhidas 
kapcsolat áll fenn a His57 N 1-H és az Asp102 O 1, az Asp102 O 2 és az Ala56 és 
His57 peptidgerinc NH, a His57 Cε1-H és a Ser214 peptidgerinc karbonil, valamint a 
Ser195 OH és a His57 Nε2-H között is, bár az utóbbi kötés a His57 protonálódását 
követ en megsz nik. Mivel hasonló hidrogénhidak figyelhet k meg az enzim-inhibitor 
fizikai komplexben, az acil-enzimben és átmeneti állapot analóggal alkotott 
komplexben is, feltételezhet , hogy ezek a hidrogénhidak a teljes katalitikus ciklus 
során jelen vannak (Hedstrom, 2002). 
Számos kísérlet meger síti a katalitikus triád egyes aminosavainak szerepét a 
szerin proteázok katalízisében. Kezdetben kémiailag módosították a katalitikus triád 
különböz  elemeit: a Ser195 hidroxilcsoportjának eltávolításával anhidroproteázt 
állítottak el  (Weiner és mtsai, 1966), illetve a His57 Nε2-t metilálták (Nakagawa és 
Bender, 1970). Mindkét módosítás legalább négy nagyságrenddel csökkenti a proteáz 
aktivitást (Henderson, 1971; West és mtsai, 1990). A kés bbiekben az irányított 
mutagenezis kísérletek kiterjedtebb vizsgálatokat tettek lehet vé. A Ser195, illetve 
His57 alaninnal történ  helyettesítése a katalitikus hatékonyság öt-hat nagyságrendnyi 
csökkenését eredményezi (Corey és Craik, 1992). A katalitikus triád további elemeinek 
szubsztitúciója már nem okoz aktivitásvesztést, vagyis a Ser195 vagy a His57 
helyettesítése önmagában is elég a katalitikus triád teljes m ködésképtelenné tételéhez, 
jelezve ezáltal a két aminosav közvetlen szerepét a peptidkötés hasításában. Az Asp102 
aszparaginnal történ  helyettesítése a kcat/KM négy nagyságrendnyi csökkenését 
eredményezi (Craik és mtsai, 1987; Sprang és mtsai, 1987). A katalitikus triád 
mutánsok megmaradó aktivitása azonban még mindig mintegy három nagyságrenddel 
magasabb a nem katalizált reakcióhoz viszonyítva. Ez azt mutatja, hogy a szerin 
proteázok aktivitásához a katalitikus triádon kívül más tényez k is hozzájárulnak, mint 
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az oxianion lyuk, a deszolvatáció, illetve egyéb szerkezeti elemek, amelyek segítenek az 
átmeneti állapot stabilizálásában. 
Az oxianion lyukat a Gly193 és a Ser195 peptidgerinc amid csoportja alkotja, 
tehát közvetlen összeköttetésben áll a katalitikus triáddal. Az NH csoportok egy pozitív 
töltés  zsebet hoznak létre, amely aktiválja a hasadó kötés karbonil csoportját, illetve 
stabilizálja a tetraéderes átmeneti állapot során létrejöv  oxianion negatív töltését 
(Henderson, 1970). 
1.3.2. A szubsztrátköt  hely és a szubsztrátspecificitás 
A szubsztrátfelismer  helyet a peptid szubsztrát oldalláncainak köt zsebei, 
valamint a polipeptidköt  hely alkotják. A szerin proteázok szubsztrátspecificitását 
els sorban a P1-S12 kölcsönhatás határozza meg. A további köt helyek általában jóval 
kisebb szerepet játszanak a specificitás kialakításában, viszont a velük való 
kölcsönhatás fokozza a katalitikus hatékonyságot (Corey és Craik, 1992; Schellenberger 
és mtsai, 1994).  A közvetlenül a Ser195 mellett elhelyezked  S1 zsebet a 189-192, 
214-216 és 224-228 aminosavak alkotják, a specificitásért els sorban a 189, 216 és 226-
os pozícióban található aminosavak felel sek (Perona és Craik, 1995; Czapinska és 
Otlewski, 1999). A tripszinben az Asp189, Gly216 és Gly226 egy negatívan töltött S1 
zsebet alakít ki, így az enzim a bázikus arginin és lizin P1 aminosavak után hasít. A 
kcat/KM e két aminosav esetében legalább 105-szer nagyobb, mint más természetes 
aminosavakra. Arginint tartalmazó szubsztrátok esetén közvetlen kapcsolat alakul ki a 
szubsztrát guanidino csoportja és az Asp189 karboxil csoportja között, ezzel szemben 
lizin esetén a kölcsönhatás egy vízmolekula által mediált. Ezt tükrözik a kcat/KM értékek 
is: az arginin iránti preferencia 2-10-szeres a lizinhez viszonyítva (Craik és mtsai, 
1985). Az Asp189-nek — a kimotripszinben a megfelel  pozíciót elfoglaló — szerinnel 
történ  szubsztitúciója a kcat/KM értékének öt nagyságrendnyi csökkenését eredményezi 
arginin/lizin szubsztrátokon, anélkül, hogy hidrofób oldalláncú kimotripszin 
szubsztrátokon megn ne az enzim aktivitása (Gráf és mtsai, 1987; Gráf és mtsai, 1988). 
A szubsztrátköt  zseb falában elhelyezked  Gly216 és Gly226 nem gátolják meg 
                                                
2 Az ún. Schechter-Berger nómenkletúra szerint a proteázok a szubsztrát P1-P1’ aminosavai közti kötést 
hasítják  
(Schechter és Berger, 1967). A P1 helyet az amino-terminális irányába haladva követik a P2, P3 stb., míg 
P1’ helyet a karboxi-terminális irányába a P2’, P3’ stb. helyek. A proteáz felszínén a szubsztrát adott 
aminosavával kölcsönhatásba lép  helyeket S1, S2, S3 stb., illetve S1’, S2’, S3’ stb. jelöléssel 
azonosítjuk. 
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terjedelmesebb oldalláncok behatolását a szubsztrátköt  zsebbe, ellentétben az 
elasztázzal, ahol a megfelel  pozíciókban alanint, illetve valint találunk. A tripszin 216 
és 226-os glicinjeinek alaninnal való szubsztitúciója jelent sen megváltoztatja az enzim 
arginin/lizin specificitását (Craik és mtsai, 1985). 
Azon kísérletek sikertelensége, melyek a szubsztrátspecificitást kizárólag az S1 
helyet alkotó aminosavak cseréjével próbálták megváltoztatni, arra hívta fel a figyelmet, 
hogy a szubsztrátspecificitás egy olyan strukturális kapcsolati hálózat eredménye, amely 
túlterjed az S1 helyen. Az enzim/szubsztrát kölcsönhatások kiterjednek legalább az ún. 
polipeptidköt  helyre. A polipeptidköt  helyet a 214-216 aminosavak peptidgerince 
alkotja, amely egy antiparallel -lemezt képez a peptid szubsztrát P1-P3 aminosavaival. 
Hidrogénhidas kölcsönhatások alakulnak ki a Ser214 karbonil oxigén és a P1 NH, a 
Trp215 NH és a P3 karbonil, valamint a Gly216 karbonil és a P3 NH között. A 214-
216-os aminosavak alkotják az S1 hely egyik falát is, illetve a Ser214 karbonil csoportja 
hidrogénhidat képez a His57-tel, miáltal létrejön egy kommunikációs hálózat a 
polipeptidköt  hely, az S1 hely és a katalitikus triád között. 
Az S2-Sn, illetve az S1’-Sn helyek csak kismértékben járulnak hozzá a 
szubsztrátspecificitás kialakításához, általánosságban azonban elmondható, hogy 
ezekben a pozíciókban a tripszinek a hidrofób aminosavakat preferálják (Fiedler, 1987; 
Lopes és mtsai, 2006). Termodinamikai vizsgálatok megmutatták, hogy az S3 hely 
kivételével, amely érdekes módon els sorban a katalízisben játszik szerepet, ezen 
helyek mindegyike fontos szerepet tölt be a szubsztrátkötésben (Marana és mtsai, 2002; 
Lopes és mtsai, 2006). Ezen túlmen en az Sn’ helyek az átmeneti állapot 
stabilizálásában is részt vesznek. 
A szerin proteázok P2-Pn specificitását olyan peptidek felhasználásával 
vizsgálták, amelyek C-terminális argininjének karboxil csoportjához egy kromofór vagy 
fluorofór kapcsolódik (McRae és mtsai, 1981; Pozsgay és mtsai, 1981; Juliano és 
Juliano, 1985). Ezen tanulmányok szerint a tripszinek a P2 pozícióban a prolint 
preferálják, amely segít a szubsztrát megfelel  illesztésében, mivel mind a P1, mind 
pedig a P3 pozícióban igen el nytelen. A P3 pozícióban a fenilalanin a tripszinek által 
legkedveltebb aminosav. 
A P1’-Pn’ specificitást peptid nukleofilekre történ  acil-transzfer reakciókkal, 
illetve bels leg kioltott fluoreszcens peptidkönyvtárak felhasználásával vizsgálták 
(Schellenberger és mtsai, 1993; Schellenberger és mtsai, 1994; Grahn és mtsai, 1998; 
Grahn és mtsai, 1999). A specificitás strukturális hátterére enzim-inhibitor komplexek 
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szerkezete alapján következtethetünk (Bode és Renatus, 1997). Mivel azonban az 
inhibitorok nem az optimális P1’-Pn’ aminosavakat tartalmazzák, a P1’ aminosavak 
pontos kölcsönhatásai nem ismertek. A szubsztrát peptidgerincének nyújtott 
konformációja következtében a P1’ és P3’ oldalláncok az egyik irányba mutatnak, míg a 
P2’ oldallánc a másik irányba. A P1’ és P3’ aminosavak az enzim ugyanazon 
felszínével képezhetnek kölcsönhatást, így a tripszin S1’ és S3’ specificitása hasonló. 
Az S1’ hely, melyet a 34-41 és az 58-68 hurkok alkotnak, alapvet en hidrofób 
karakter , de elektrosztatikus kölcsönhatások is kialakulhatnak. Ennek megfelel en 
meglehet sen csekély a P1’ diszkrimináció, bár a nagyméret  hidrofób aminosavak a 
preferáltak, els sorban a metionin. Az S2’ helyet a Tyr40 és a 151-es aminosav 
oldallánca bélelik. Az S’ helyek legfontosabb kölcsönhatása a Phe41 O és a P2’ NH 
közötti hidrogénhíd. A P2’ pozícióban a tripszin pozitív töltés  aminosavakat — 
arginint és lizint — kedvel. A P2’ specificitás szerkezeti alapját az S2’ zseb negatív 
töltése adja, mely patkány tripszinben a Glu151 oldalláncának, humán tripszin 1-ben a 
Tyr154-hez kapcsolódó szulfát csoportnak köszönhet  (Sahin-Tóth és mtsai, 2006). 
Más szerin proteázokban, mint például a véralvadási kaszkád enzimeiben, az aktív 
helyet övez  hurkokban található inszerciók sokkal jobban definiált S2-Sn, illetve S1’-
Sn’ köt helyeket alakíthatnak ki, amelyek alapvet en meghatározzák a specificitást 
(McRae és mtsai, 1981; Bode és mtsai, 1992). 
1.3.3. A szerin proteázok katalitikus mechanizmusa 
A szerin proteázok alapvet  funkciója a fehérjékben található peptidkötések 
hidrolízise, bár egyéb amid, anilid, észter, illetve tioészter kötések hasítására is képesek. 
A peptidkötés metastabil képz dmény: víz jelenlétében végbemen  spontán hidrolízise 
során a moláris szabadenergia változás mintegy -10 kJ/mol, vagyis exergonikus 
folyamat. Ez a reakció azonban igen lassú, felezési ideje kb. hét év (Kahne and Still, 
1988). A peptidkötés nagyfokú stabilitása az allil-anion típusú konjugáció 
következménye, a proteázok m ködésük során stabilizálják a nagy energiájú, 
konjugációt nem tartalmazó átmeneti állapotot, leküzdve ezáltal a reakció kinetikai 
gátját. Az amid kötés aktivációjához rendszerint egy általános sav lép kölcsönhatásba a 
karbonil oxigénnel. Ezen felül gyakran a peptidkötés proteáz általi torzulása is 
hozzájárul a rezonancia stabilizáció megszüntetéséhez. A víz maga gyenge nukleofil, 
ezért a proteázok aktiválják, általában egy általános bázis közrem ködésével. Továbbá 
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az amin gyenge távozócsoport, ezért a proteázok protonálják. Mindezen 
mechanizmusoknak köszönhet en a szerin proteázok katalitikus hatékonysága 
kiemelked : a reakciósebesség mintegy tíz nagyságrenddel nagyobb a nem katalizált 
reakcióhoz viszonyítva. 
A 2. ábra mutatja a szerin proteázok katalitikus mechanizmusának általános 
sémáját. A polipeptid szubsztrát megköt dik az enzim felszínén oly módon, hogy a 
hasítandó kötés az aktív helyre illeszkedik, és a karbonil szén a nukleofil szerin 
közelébe kerül. A reakció két f  lépésre bontható: az els  lépés során kialakul egy 
kovalens enzim-szubsztrát köztitermék, amely a reakció második lépésében egy 
katalitikus vízmolekula segítségével bomlik el. Az acilezés során a Ser195 hidroxil 
csoportja nukleofil támadást intéz a hasítandó peptidkötés karbonil szénatomja ellen, 
így kialakul egy kovalens tetraéderes átmeneti állapot. A nukleofil támadást a His57 
általános bázisként segíti: a Ser195 hidroxil csoportjáról proton transzfer történik a 
His57 N-jére. A keletkez  His57-H+ pozitív töltését, valamint megfelel  rotamer és 
tautomer formáját az Asp102 stabilizálja (Craik és mtsai, 1987; Sprang és mtsai, 1987). 
Korábban egy töltés relé rendszert feltételeztek az Asp102 katalízisben betöltött 
szerepének magyarázatára (Blow és mtsai, 1969). Ezen elmélet szerint a szerin 
proteázok m ködése során a katalitikus triád tagjait összeköt  hidrogénhidakon 
keresztül kett s proton transzfer történne a Ser195 hidroxil csoportjáról a His57-re, 
majd az Asp102-re. A tetraéderes átmeneti állapot stabilizálásában igen jelent s 
szerepet játszik az oxianion zseb azáltal, hogy a Gly193 és a Ser 195 peptidkötésének 
imino csoportja hidrogén hidat alakít ki a negatívan töltött karbonil oxigén atommal 
(oxianion). Ily módon a tetraéderes átmeneti állapot er sebben köt dik, mint a 
szubsztrát, tehát a reakció aktiválási energiája csökken a nem katalizált reakcióhoz 
képest. A tetraéderes átmeneti állapot elbomlása során a His57-H+ általános savként 
átadja protonját az amin nitrogén atomjának, miáltal a peptidkötés elhasad. Így a 
tetraéderes átmeneti állapot elbomlik acil-enzimre és távozócsoportra. 
Az acil-enzim hidrolízise, a dezacilezés gyakorlatilag fordítottja az acilezésnek. 
Ekkor azonban egy vízmolekula tölti be a nukleofil támadó szerepét, ami egy második 
teraéderes átmeneti állapot kialakulását eredményezi. Ennek elbomlása során 
felszabadul a Ser195 és a karboxi-terminális termék. 
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2. ábra A szerin proteázok katalitikus mechanizmusa. ES, Michaelis-komplex; TET1, els  tetraéderes 
átmeneti állapot; EA, kovalens acil-enzim intermedier; TET2, második tetraéderes átmeneti állapot; EP, 
szabad enzim és termék. Az ábra Ishida és Kato munkája alapján készült (Ishida and Kato, 2003). 
Mára a szubsztrát hidrolízis valamennyi intermedierjének atomi szerkezete 
ismert, melyek illesztésével sikerült a reakciócentrum egyes atomjainak mozgását a 
teljes katalitikus ciklus során rekonstruálni (Radisky és mtsai, 2006). Így derült fény 
arra, hogy az enzim m ködése során igen „gazdaságos” módon a karbonil szénatom, 
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illetve a hidrolitikus víz mozgása dominál, amit a katalitikus szerin és hisztidin csekély 
elmozdulásai egészítenek ki.
Kisméret  szintetikus szubsztrátok esetén amidokra rendszerint az acilezés a 
sebességmeghatározó lépés, míg észterkötés hidrolízisekor a dezacilezés (Zerner és 
mtsai, 1964; Brouwer és Kirsch, 1982). Mivel a specificitás meghatározásában az 
acilezés sebessége a meghatározó tényez , észter szubsztrátokon sokkal tágabb a 
tripszin specificitása, mint peptideken (Hedstrom és mtsai, 1994). Fehérje szubsztrátok 
esetében az enzimen való megköt dés válhat a sebességmeghatározó tényez vé. 
1.4. Szerin proteáz inhibitorok 
Bármennyire is meglep nek t nhet, a legtöbb természetes proteáz inhibitor maga 
is fehérje. Az ismert endogén inhibitorok minden esetben fehérjetermészet ek, 
kisméret , nem fehérjetermészet  inhibitorokat csak mikroorganizmusok termelnek. Ez 
utóbbiak funkciója a gazdaszervezet proteázainak gátlása. A legtöbb inhibitor a négy 
mechanisztikus osztálynak (szerin, cisztein, aszpartát és metalloproteázok) csupán 
egyikére specifikus, léteznek azonban kivételek. Ilyenek az 2-makroglobulinok, 
amelyek eml sök plazmájában, néhány gerinctelen hemolimfájában, valamint madarak 
és hüll k tojásfehérjéjében található nagyméret , tetramer glikoproteinek (Jones és 
mtsai, 1972). Az 2-makroglobulin alegységek tartalmaznak egy jól hozzáférhet  ún. 
csali régiót, amely számos proteáz hasítóhelyét tartalmazza (Barrett és Starkey, 1973; 
Harpel, 1973). A csali régió hasítása olyan konformációváltozást idéz el  az 2-
makroglobulinban, mely hatására egy szoros komplex alakul ki a proteázzal. Az 2-
makroglobulin kötött proteáz aktív helye azonban továbbra is hozzáférhet  kisméret
szubsztrátok és inhibitorok számára, nagyméret , fehérjetermészet  partnerek számára 
ellenben a hozzáférés sztérikusan gátolt (Ganrot, 1966). Ismertek olyan inhibitorok is, 
melyeknek különböz , nem átfed  köt helyeik vannak a különböz  katalitikus 
osztályba tartozó enzimek számára. Így egyaránt gátolnak szerin és metalloproteázokat 
(Kumazaki és mtsai, 1993; Hiraga és mtsai, 2000), szerin és aszpartát proteázokat 
(Mares és mtsai, 1989; Ritonja és mtsai, 1990), szerin proteázokat és amilázt (Zemke és 
mtsai, 1991; Vallee és mtsai, 1998). 
A proteáz inhibitorok túlnyomó többsége azonban csak egyetlen katalitikus 
osztályba tartozó enzim m ködését képes gátolni; a legtöbb inhibitor szerin proteázokra 
specifikus. A szerin proteáz inhibitorok szerkezet alapján történ  osztályozását 
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Laskowski és Kato vezette be (Laskowski és Kato, 1980). Id közben azonban újabb és 
újabb inhibitorok felfedezése révén a csoportok száma egyre n tt: ma több mint húsz 
család ismert (Rawlings és mtsai, 2004). Hatásmechanizmusuk alapján az inhibitorokat 
három típusba sorolhatjuk: kanonikus és nem kanonikus inhibitorok, illetve szerpinek. 
A kanonikus inhibitorok nevüket közös, szubsztrátszer  mechanizmusukról 
kapták (Huber és Bode, 1978; Laskowski és Kato, 1980). Feltételezhet en a produktív 
módon kötött fehérje szubsztrátok is a kanonikus konformációt veszik fel.  A kanonikus 
inhibitorok viszonylag kisméret  fehérjék (illetve protein domének többfej  inhibitorok 
esetében): méretük 14-t l mintegy 200 aminosavig terjed. Valamennyien rendelkeznek 
egy jellegzetes, ún. kanonikus konformációjú felszíni reaktív hurokkal, más tekintetben 
azonban igen eltér  a szerkezetük. Mindamellett magának az inhibitor váznak is vannak 
bizonyos általános jellemz i: a kanonikus inhibitorok általában — bár nem feltétlenül 
— kizárólag -lemezekb l állnak vagy /  proteinek, de minden esetben kompaktak és 
igen stabilak, és általában egy diszulfidhidakkal stabilizált hidrofób magot tartalmaznak. 
A reaktív hurok nyújtott helyzetben található, és jellegzetes konformációval bír a P3-
P3’ régióban (Bode és mtsai, 1987). A reaktív hurkot diszulfidhidak, hidrogénhidak és 
hidrofób kölcsönhatások hálózata stabilizálja, melynek kialakításában mind a hurok, 
mind az inhibitor váz elemei részt vesznek. Az inhibitor és az enzim közötti 
kontaktfelszín gyakorlatilag komplementer, így a komplex kialakulását csak minimális 
konformációváltozás kíséri (Bode és mtsai, 1987; McPhalen és James, 1988). Továbbá 
az inhibitor szerkezete a hasítást követ en sem változik jelent sen (Betzel és mtsai, 
1993; Shaw és mtsai, 1995).  
Az enzim és az inhibitor kölcsönhatását egyszer sített formában a P1-P1’ 
peptidkötés hidrolízis/reszintézis reakciójaként is felírhatjuk: 
*E+I E I E+I
Ahol E a proteáz, I az intakt inhibitor, I∗ a hasított reaktív peptidkötéssel 
rendelkez  inhibitor, E•I a stabil komplex. Az enzim/inhibitor kontaktfelszín 
komplementaritása következtében az asszociáció gyors (a jellemz kon érték 106 M-1s-1). 
A keletkez  enzim/inhibitor komplex jóval stabilabb, mint a Michaelis enzim/szubsztrát 
komplex: a tipikus KI értékek hat-kilenc nagyságrenddel alacsonyabbak, mint a KM
értékek. A reaktív peptidkötés hasításának kcat/KM értéke sok esetben 106 M-1s-1 körüli, 
ami azt mutatja, hogy az inhibitorok jó szubsztrátok (Buczek és mtsai, 2002). Másfel l 
viszont a hidrolízis katalitikus állandója semleges pH-n széls ségesen alacsony (Estell 
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és mtsai, 1980; Musil és mtsai, 1991). A reaktív peptidkötés hidrolízise reverzíbilis 
folyamat, vagyis a hasított inhibitor is aktív és ugyanúgy képes komplexet képezni az 
enzimmel, mint az intakt forma. A komplex kialakulása során a peptidkötés 
újraszintetizálódik (Estell és mtsai, 1980). pH 6-on az [I]/[I∗] (hidrolízis állandó) értéke 
közel egységnyi, azaz az inhibitor molekulák mintegy 50%-a hasított. 
A nem kanonikus inhibitorok N-terminális szegmensük révén lépnek 
kölcsönhatásba, amely egy rövid parallel -lemezt alakít ki a proteáz aktív helyével, 
szemben a kanonikus inhibitorok reaktív hurkával, mely antiparallel -lemezt képez. A 
kölcsönhatás er sségét, gyorsaságát, illetve specificitását az aktív hellyel kialakított 
kontaktuson felül kiterjedt másodlagos interakciók is el segítik. A nem kanonikus 
inhibitorok el fordulása vérszívó él lényekre korlátozódik, ahol véralvadásgátlóként a 
trombin vagy a Xa faktor m ködését gátolják. Klasszikus példa a trombin hirudin által 
történ  gátlása (Grutter és mtsai, 1990; Richardson és mtsai, 2000). 
A kanonikus inhibitorokhoz hasonlóan a szerpinek (szerin proteáz inhibitor) is 
szubsztrátként lépnek kölcsönhatásba az enzimmel, ebben az esetben azonban egy stabil 
acil-enzim komplex jön létre a hidrolitikus reakció során. A szerpineket megtaláljuk 
egészen a vírusoktól az eml sökig, jellemz en el fordulnak a humán plazmában, mint 
az 1-antitripszin, antitrombin, C1 inhibitor. A szerpinek három -lemezb l és nyolc 
vagy kilenc -hélixb l felépül  45-55 kDa molekulatömeg  fehérjék (Gettins, 2002). A 
szerpinek aktív hurka sokkal hosszabb, mint a kanonikus inhibitoroké — átlagosan 17 
aminosav — és különböz  konformációs állapotokban fordulhat el . Az aktív 
inhibitorban az aktív hurok kitett és flexibilis (Elliott és mtsai, 1998), míg a sokkal 
stabilabb látens konformációs állapotban — amely a cél proteázhoz való köt dés 
hatására alakul ki — ez a peptidszegmens a középs -lemez közepébe illeszkedik 
(Tucker és mtsai, 1995). 
A szerpinek hatásmechanizmusát a következ  sémával jellemezhetjük: 
* *E I E I E - I E I E I+ ⎯⎯→ +
ahol E az enzim, I az intakt inhibitor, I∗ a hasított inhibitor, E•I az enzim-
inhibitor komplex, E-I a tetraéderes komplex, E•I∗ az enzim és a hasított inhibitor 
komplexe. Az els  lépésben a proteáz a P1-P1’ peptidkötést potenciális szubsztrátként 
támadja, ekkor még sem az enzim, sem az inhibitor konformációja nem változik, a 
reaktív hurok konformációja kanonikus (Ye és mtsai, 2001). A katalitikus szerin 
támadását követ en kialakul az acil-enzim komplex. Éles ellentétben a kanonikus 
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inhibitorokkal a felszabaduló amino csoport könnyen disszociál az aktív helyr l. A 
teljesen flexibilissé váló reaktív hurok a középs -lemez közepébe illeszkedik, miáltal 
átfordítja a kovalensen kötött proteázt a szerpin másik oldalára, mintegy 70 Å 
távolságra eredeti helyét l (Huntington és mtsai, 2000). Az irreverzíbilis folyamat során 
a proteáz molekula mintegy harmada — beleértve az aktív helyet is — súlyosan 
deformálódik (Kaslik és mtsai, 1997). Így tehát az utolsó lépés rendkívül lassú, a 
proteáz acil-enzim formában mintegy csapdázódik (Lawrence és mtsai, 1995). 
A szerin proteázoknak számos kis molekulás, szintetikus inhibitora létezik, 
melyeket csoportosíthatunk annak alapján, hogy a katalitikus ciklusba belépve annak 
melyik lépését blokkolják. Léteznek P1 analóg inhibitorok, melyek reverzíbilis módon 
az enzimhez köt dve egy fizikai komplexet alakítanak ki, így elzárva az enzim aktív 
helyét a szubsztrát molekulák beköt dése el l. Ilyen pl. a benzamidin, melynek amidin 
csoportja az arginin guanidino oldalláncának analógja, és hasonló módon sóhidat képez 
a tripszin szubsztrátköt  zsebe alján lév  189-es aszparaginsavval. Számos tetraéderes 
átmeneti állapot analóg inhibitor létezik, ezek többsége irreverzíbilisen gátol (3. ábra). 
Ezen inhibitorok oly módon tehet k szelektívvé egy adott enzimmel szemben, hogy a 
reaktív csoportot egy megfelel  peptidil résszel kombinálják (Powers, 1977; Sampson 
és Bartlett, 1991). A diizopropilfluorofoszfát (DFP), valamint a 
fenilmetilszulfonilfluorid (PMSF) stabil tetraéderes adduktumot képeznek a katalitikus 
szerinnel. E két inhibitor gyakorlatilag az összes szerin proteázzal reagál, így a gátlás 
diagnosztikus érték  a családba való besorolás szempontjából. A klórmetil ketonok — 
egy epoxid intermedieren keresztül — hemiketált képeznek a 195-ös szerinnel, és 
alkilálják az 57-es hisztidint. A peptidil aldehidek, a trifluormetil ketonok és a bórsavak 
reverzíbilis tetraéderes adduktumot képeznek a katalitikus szerinnel. Ezen komplexek 
szerkezete igen közel áll a hidrolízis reakció tetraéderes átmeneti állapotához: a His57 
protonált, a hemiketál oxigén negatív töltés  és köt dik az oxianion lyukhoz. 
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3. ábra Tetraéderes átmeneti állapot analóg szerin proteáz inhibitorok. Az ábra Hedstrom munkája 
alapján készült (Hedstrom, 2002). 
Végül számos szintetikus inhibitor — a szerpinekhez hasonlóan — stabil acil-
enzim intermediert képez, mint a guanidinobenzoát, az azapeptid és az arilakriloil 
észterek (4. ábra). A stabilitás alapvet en három tényez nek köszönhet : az észterek 
reaktivitását csökkenti a karbonil elektron denzitásának növelése, az acil-enzim 
sztérikus tényez k következtében nem reagál az oxianion lyukkal, illetve a katalitikus 
triád torzul és nem képes a víz aktiválására. A jó távozócsoporttal rendelkez
guanidinobenzoátok, mint a p-nitrofenil-guanidinobenzoát, illetve a 4-metilumbelliferil 
guanidinobenzoát alkalmasak aktív hely titrálásra, mivel stabil acil-enzimet képeznek a 
tripszinnel, és ekvivalens mennyiség  p-nitrofenol, illetve 4-metilumbelliferon szabadul 
fel (Chase és Shaw, 1967; Jameson és mtsai, 1973). 
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4. ábra Stabil acil-enzimet kialakító szerin proteáz inhibitorok. pNP, p-nitrofenol. Az ábra Hedstrom munkája 
alapján készült (Hedstrom, 2002). 
1.5. A zimogén aktiváció 
A proteázok inaktív prekurzor (zimogén) formájában szintetizálódnak, lehet vé 
téve ezáltal a proteolitikus aktivitás tér- és id beni szabályozását, és megakadályozva a 
nemkívánatos proteolitikus lebomlást (Khan és James, 1998). A zimogének általában 
egy N-terminális propeptidet tartalmaznak, és ennek proteolitikus eltávolítása hatására 
alakul ki az aktív enzim. A propeptid az esetek többségében azáltal gyakorol gátló 
hatást, hogy sztérikusan blokkolja az aktív helyet, megakadályozva ezáltal a szubsztrát 
megköt dését az enzimen. A tripszin propeptidje ezzel szemben oly módon fejti ki 
hatását, hogy az inaktív zimogén konformációt stabilizálja, majd a propeptid lehasadása 
konformációs átrendez dést indít el. 
A tripszinek N-terminális szignál- és aktivációs peptidje feltehet en exon 
keveredés révén kapcsolódott a proteáz domént kódoló génszakasszal az evolúció során 
(Patthy, 1990). A tripszinek szignálszekvenciája általában tizenöt aminosav hosszúságú, 
igen konzervált, és az eukariótákra általánosságban jellemz  konszenzus szekvenciákat 
tartalmazza (Roach és mtsai, 1997). Az aktivációs peptid C-terminálisán általában 
arginin vagy lizin található, melyet három vagy négy negatív töltés  aminosav — 
többnyire aszparaginsav — el z meg. Az eml sökre jellemz  propeptid rendszerint 
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hattagú és az enterokináz felismer -, illetve hasítóhely (Asp)4-Lys konszenzus 
szekvenciáját tartalmazza. A hasítás következtében felszabadul az új Ile-Val-Gly-Gly 
N-terminális. 
A zimogén és az aktív tripszin szerkezete mintegy 85%-ban megegyezik, 
beleértve a katalitikus triádot is. A fennmaradó 15% (aktivációs domén) — amely 
magában foglalja az N-terminális peptidszakaszt a 19. aminosavig, valamint három 
hurok régiót (142-152, 184-193 és 216-223) — az aktivációt követ en konformációs 
átrendez désen megy keresztül (Bode és Schwager, 1975; Fehlhammer és mtsai, 1977). 
Az aktivációs domén része a szubsztrátköt  hely és az oxianion lyuk is, amelyek tehát 
rendezetlenek a zimogén formában, így a tripszinogén inaktív. Az aktív enzimben az 
aktivációs domén rendezetté válik, és egy meglehet sen zárt, f leg bels
kölcsönhatásokkal rendelkez  egységet alkot. Az aktivációs domént az újonnan 
felszabadult Ile16 amino-terminális és az Asp194 karboxil csoportja közti sóhíd 
stabilizálja. Er s inhibitor kötése, mint pl. a BPTI, szintén képes a tripszinogénben egy 
olyan konformációt indukálni, amelyben mind a szubsztrátköt  zseb, mind az Ile16 zseb 
konformációja aktív enzim szer , annak ellenére, hogy nincs jelen szabad Ile16 N-
terminális (Bode és mtsai, 1978; Pasternak és mtsai, 1999). Hasonló strukturális 
átrendez dés a másik oldalról is indukálható: a tripszin Ile16 N-terminálisának titrálása 
vagy kovalens módosítása inaktivációhoz vezet, jelezve ezáltal az Ile16 N-terminális és 
az aktív hely között fennálló allosztérikus kapcsolatot (Fersht, 1971; Spomer és 
Wootton, 1971; Camire, 2002). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy mind a 
tripszin, mind a tripszinogén két konformációban — egy inaktív, zimogénszer  és egy 
aktív, tripszinszer  állapotban — létezik. E két konformáció között egyensúly áll fenn, 
bár a tripszinogénben ez az egyensúly igen er sen az inaktív konformáció irányába van 
eltolva (Keq = 107 az inaktív konformáció javára), míg a tripszinben az aktív forma van 
túlsúlyban (Keq = 102 az aktív konformáció javára) (Huber és Bode, 1978). 
Figyelemreméltó, hogy a hét aminosav közül, melyek az aktivációs domén 
szegmenseket a molekula rendezett szerkezet  részeivel összekötik, öt glicin. Ez a 
megfigyelés összhangban van azzal a körülménnyel, hogy a glicin növeli a peptidgerinc 
flexibilitását, mivel az oldallánc hiánya el segíti a  és  kötések körüli elfordulást. 
Molekuladinamikai szimulációk is azt mutatják, hogy ezen glicinek diéderes szögei 
nagyobb változáson mennek át a tripszinszer  szerin proteázok aktivációs folyamata 
során, mint a környez  aminosavaké (Brünger és mtsai, 1987; Wroblowski és mtsai, 
1997; Mátrai és mtsai, 2004). Ezek az eredmények tehát arra utalnak, hogy a glicinek 
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csuklópántként funkcionálnak az aktivációs domén szegmenseknek az aktivációt 
követ en bekövetkez  konformációváltozása során. A szerin proteázok aktivációs 
domén csuklópánt glicinjeihez igen hasonló m ködés  glicinek más fehérjékben, pl. 
nátrium és kálium csatornákban is megtalálhatók (Jiang és mtsai, 2002; Zhao és mtsai, 
2004; Ding és mtsai, 2005). A csuklópánt glicinek rendkívül konzerváltak a szerin 
proteázokban. Még olyan fehérjékben is meg rz dtek, amelyek térszerkezete a szerin 
proteázokkal homológ, proteáz aktivitásuk azonban elveszett. Példaként említhet  a 
hepatocita növekedési faktor (Kirchhofer és mtsai, 2007). Ez azt mutatja, hogy a 
csuklópánt glicinek rendkívül fontos szerepet töltenek be szerkezeti szempontból. A 
csuklópánt glicinek szerepét az is alátámasztja, hogy valamennyi pozíció közül csak a 
193-asra találunk néhány kivételt: a humán tripszin 4-ben a 193-as aminosav arginin 
(Wiegand és mtsai, 1993; Nyaruhucha és mtsai, 1997) (5. ábra), a patkány tripszin 5-A-
ban tirozin (Kang és mtsai, 1992), valamint létezik egy egér tripszin szekvencia 
(LOC194360), melyet a GenomeScan program prediktált, és szintén Tyr193-at 
tartalmaz. Ezen felül kígyóméregb l izolált trombinszer  enzimek ismertek, melyekben 
a 193-as pozícióban glicin helyett arginin — Lachesis muta muta trombinszer  enzim 
(Magalhaes és mtsai, 1993), krotaláz (Henschen-Edman és mtsai, 1999), bilineobin 
(Nikai és mtsai, 1995) —, fenilalanin — Trimeresurus stejnegeri plazminogén aktivátor 
(Braud és mtsai, 2000), flavoxobin (Shieh és mtsai, 1988) —, illetve cisztein — ankrod 
(Au és mtsai, 1993) — található. 
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5. ábra A humán tripszin 4 és a szarvasmarha tripszinogén egymásra illesztett szerkezete. A humán 
tripszin 4 aktivációs domén szegmenseit kék szín jelöli, a katalitikus triád elemei sárga szín ek. A 19, 
142, 184 és 193-as csuklópozíciókat piros szín jelzi. Az ábra az 1H4W és 1TGN szerkezetek, valamint a 
PyMOL program (DeLano, 2002) felhasználásával készült. 
1.5. A tripszinek expressziója és élettani szerepe 
Tripszint el ször pankreatikus folyadékból izoláltak (Northrop és Kunitz, 1931). 
A pankreatikus tripszineket a hasnyálmirigy acinus sejtjei termelik inaktív, zimogén 
formában. A tripszinogének szekretoros vezikulákban tárolódnak, majd hormonális 
vagy idegi stimulusra a patkóbélbe ürülnek, ahol részben az enterokináz, részben a már 
aktiválódott tripszinek által aktiválódnak (Williams, 2006). Fontos funkcióik a táplálék 
emésztése a patkóbélben, illetve más pankreatikus proenzimek — proteolitikus és 
lipolitikus proenzimek, úgymint kimotripszinogén, proelasztáz, prokarboxipeptidáz A 
és B és profoszfolipáz — aktiválása. 
Tripszinogén azonban nem kizárólag a hasnyálmirigyben termel dik, mivel 
hasnyálmirigyirtott betegek szérumából is sikerült kimutatni (Itkonen és mtsai, 1996). 
Sok extrapankreatikus szövetben kimutattak tripszin expressziót, els sorban 
hámsejtekben, de más sejttípusokban is. A tripszinogének extrapankreatikus 
expressziójával, illetve funkciójával kapcsolatban fontos megjegyezni, hogy a legtöbb 
szövetben termel dik kis mennyiség  enterokinázszer  proteáz (Miyata és mtsai, 1998), 
valamint a katepszin B is képes tripszinogén aktivációra (Figarella és mtsai, 1988). A 
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vékonybél nyálkahártyájának szekretoros Paneth-sejtjeiben mind humán tripszin 1, 
mind humán tripszin 2 jelenlétét kimutatták mRNS és fehérje szinten is (Bohe és mtsai, 
1986). Vaszkuláris endoteliális sejtek kultúrában humán tripszin 2-t expresszálnak, amit 
szintén sikerült mRNS és fehérje szinten is kimutatni (Koshikawa és mtsai, 1997). 
Northern blot hibridizációval a hasnyálmirigyen kívül a lépben is magas, míg a 
vékonybélben viszonylag alacsonyabb szint  tripszin expressziót mutattak ki 
(Koshikawa és mtsai, 1998). In situ hibridizációval és immunhisztokémiai 
módszerekkel számos további szervben is sikerült expressziót kimutatni: a b r, a 
nyel cs , a gyomor, a tüd , a vese, a máj és az extrahepatikus epevezeték epiteliális 
sejtjeiben, továbbá a lépben és idegsejtekben. A lépben makrofágok, monociták, illetve 
a fehér pulpa limfocitái expresszálnak tripszin mRNS-t, míg az agyban a hippokampusz 
és a nagyagykéreg neuronjai. Egérben zimográfiával a tüd ben, a lépben, a b rben, a 
vesében, az agyban, a nyel cs ben, a gyomorban, illetve a vékony- és a vastagbélben 
detektáltak tripszin aktivitást. Ugyancsak kimutatták humán tripszin 1 és 2 expresszióját 
mRNS és fehérje szinten is a teljes férfi genitális traktusban és ondóban (Paju és mtsai, 
2000). A tripszin ilyen széleskör  expressziója arra utal, hogy alapvet  szerepet tölt be a 
hámsejtek m ködésének fenntartásában, az immunvédekezésben, illetve a központi 
idegrendszerben. 
A tripszinek egyik fontos szerepe proteolitikus kaszkádok tagjaként más 
proenzimek aktivációja, mint a pro-u-plazminogán aktivátor (Koivunen és mtsai, 1989), 
proMMP-9 (Sorsa és mtsai, 1997; Duncan és mtsai, 1998), -2 (Sorsa és mtsai, 1997), 
-14 (Will és mtsai, 1996), -1, -3, -8 és -13 (Moilanen és mtsai, 2003), illetve a szerin 
proteáz prosztata specifikus antigén (PSA) (Paju és mtsai, 2000). Szükséges azonban 
megjegyezni, hogy az aktivációs kísérletek nagy részét in vitro körülmények között 
végezték, így elképzelhet , hogy in vivo biológiai jelent ségük nincs. A tripszinek az 
extracelluláris mátrix fehérjéinek emésztése, illetve más ezeket bontó proteázok 
aktiválása révén a sejtvándorlást is el segítik, így szerepet játszanak fejl dési és 
regenerációs folyamatokban. Szerin proteázoknak és inhibitoraiknak az idegrendszer 
fejl désében betöltött szerepét csirke embriók GnRH-t termel  neuronjainak 
migrációján vizsgálták (Drapkin és mtsai, 2002). A tripszin kezelés specifikusan 
el segítette a sejtek migrációját, ezzel szemben az u-plazminogén aktivátor nem 
gyakorolt hatást a GnRH neuronok eloszlására. Az inhibitorok közül a nexin-1 
nagymértékben, a csirke ovoinhibitor IV kismértékben gátolta a sejtek vándorlását, míg 
az STI nem befolyásolta. A tripszinek az agyi ischaemiás folyamatokra adott reakcióban 
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is szerepet játszhatnak (Critchley és mtsai, 2000). Erre utal, hogy patkányokban 
kísérletesen el idézett szubarachnoidális agyvérzést követ en, illetve aneurizmával 
operált agysebészeti páciensekben a liquor tripszinogén aktivációs peptid (TAP) 
mennyisége szignifikánsan csökkent. Az enterokinázzal történt aktivációt követ en mért 
TAP koncentráció ekvimoláris a minta tripszinogén tartalmával. Az eredmények 
hátterében több különböz  folyamat is elképzelhet : aktivációs faktorok felszabadulása 
az ischaemia következtében vagy a tripszinogén mennyiségének csökkenése a celluláris 
traumát követ en. 
A szerin proteázok, köztük a tripszinek, jeleket is közvetítenek sejtek számára a 
G-protein kapcsolt hét transzmembrán hélix receptorok családjába tartozó proteáz 
aktivált receptorok (PAR) hasítása által (Dery és mtsai, 1998; Macfarlane és mtsai, 
2001; Ossovskaya és Bunnett, 2004). Ily módon részt vesznek a szervezet sérülésekre 
adott válaszának kialakításában a hemosztázis, a gyulladás, a sejtek túlélése, a fájdalom 
és a gyógyulás folyamatainak szabályozásával. A PAR családnak négy tagja ismert 
(PAR-1-4), melyek közül a tripszinek a PAR-2 (Nystedt és mtsai, 1995; Bohm és mtsai, 
1996) és a PAR-4 (Kahn és mtsai, 1998; Xu és mtsai, 1998) agonistái. A pankreatikus 
tripszinek minden valószín ség szerint fiziológiásan is releváns agonistái a 
vékonybélben található PAR-2 és PAR-4 receptoroknak, mivel a tripszin képes PAR-2 
receptorok közvetítésével bélhámsejtek eikozanoid szekrécióját serkenteni, amelyek 
sokféle sejttípus m ködését szabályozzák autokrin és parakrin módon (Kong és mtsai, 
1997). A pankreatitiszben id  el tt a hasnyálmirigyben aktiválódott tripszin jeleket 
közvetíthet az acinus sejtek (Bohm és mtsai, 1996), illetve a hasnyálmirigy 
kivezet csövének sejtjei (Nguyen és mtsai, 1999) számára. Mivel a PAR-2 és PAR-4 
igen sokféle szövetben kifejez dik, els sorban epiteliális sejtekben, és így expressziójuk 
nagyrészt átfed a tripszinek extrapankreatikus kifejez désével, feltételezhetjük, hogy a 
tripszinek a szervezetben sok helyen fiziológiás agonistái a proteáz aktivált 
receptoroknak. 
A tripszinek számos malignus folyamatban is szerepet játszanak, emelkedett 
szint  expressziójuk figyelhet  meg különféle karcinómák esetén (LaBombardi és 
mtsai, 1983; Ohta és mtsai, 1994; Terada és mtsai, 1995; Kawano és mtsai, 1997; 
Oyama és mtsai, 2000). Továbbá a humán tripszin 2-vel homológ TAT-2 expressziós 
szintje korrelál a malignusság mértékével és a tumor metasztatikus képességével 
(Koivunen és mtsai, 1990). Ennek mechanizmusa lehet sejtfelszíni receptorok 
aktivációja, mint növekedési faktor receptorok, integrinek (Burger, 1970; Miyata és 
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mtsai, 1998), illetve PAR-ok (Alm és mtsai, 2000). A sejtek invazív képessége 
növelésének másik fontos módja az extracelluláris mátrix lebontása közvetlenül vagy 
közvetve, más proteázok aktivációja által (Koshikawa és mtsai, 1992; Miyata és mtsai, 
1998). 
1.6. A humán tripszin 4 
1.6.1. Felfedezés, klónozás 
A mezotripszint humán pankreatikus szövetben és folyadékban mutatták ki 
el ször mint kis mennyiségben jelenlév , inhibitor rezisztens tripszin formát 
(Rinderknecht és mtsai, 1978). Nevét a kationos humán tripszin 1 (pI = 6,2) és az 
anionos humán tripszin 2 (pI = 4,9) értékei közé es  izoelektromos pontjáról kapta: a 
zimogén forma pI értéke 5,7. Bár a mezotripszinogén gátolhatónak bizonyult a 
kisméret , szintetikus TLCK tripszin inhibitorral, felt nt a legtöbb természetes 
inhibitorral szembeni rezisztenciája (hPSTI, BPTI, STI) (Rinderknecht és mtsai, 1984). 
A mezotripszinogént el ször 1990-ben klónozták tripszinogén III néven, de ez a 
szekvencia több hibát is tartalmazott (Tani és mtsai, 1990). A helyes szekvenciát 1997-
ben írták le (Nyaruhucha és mtsai, 1997). Ezzel egyid ben agyi cDNS könyvtárból is 
klónoztak egy splice variánst, mely a szekretoros szignálpeptid helyett egy alternatív 1. 
exont tartalmaz (Wiegand és mtsai, 1993). Az ún. agyi tripszinogént a IV-es 
sorszámmal illették, mivel szekvenciája több ponton különbözött a hibákat tartalmazó 
tripszinogén III szekvenciától. Az elnevezés azonban kés bb is használatban maradt, 
mivel a mezotripszinogén és az agyi tripszinogén ténylegesen különböz  fehérjék, bár a 
propeptid lehasadását követ en kialakuló aktív formák már azonosak (lásd kés bb). 
1.6.2. Genomiális elhelyezkedés és expresszió 
A humán tripszinogén gének többsége a 7. kromoszóma q35 régiójában 
helyezkedik el (Honey és mtsai, 1984; Rowen és mtsai, 1996). A lokusz 5’ végén 
található három nem funkcionáló tripszinogén gén — valamennyi fordított 
transzkripciós orientációban —, míg további öt tripszinogén gén mintegy 5 kb-ra 3’ 
irányban fekszik, a TCR-  lokusz konstans és variábilis szakaszai közé ékel dve. Itt 
találhatók a humán tripszinogén 1-et kódoló PRSS1 és a humán tripszin 2-t kódoló 
PRSS2 gén, valamint még egy feltételezhet en funkcionális, bár deléciót tartalmazó 
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tripszinogén gén, melynek alacsony szint  expresszióját sikerült a pajzsmirigyben PCR-
rel kimutatni. A tripszinogén gének egér (Honey és mtsai, 1984) és csirke (Wang és 
mtsai, 1995) esetében is hasonló módon a TCR-  lokuszon belül találhatók. 
Emberben a mezotripszinogént, illetve a humán tripszin 4-et kódoló PRSS3 gén 
a 9. kromoszóma p13 régiójában található (6. ábra). A TCR-  lokusz 3’ szakasza — 
mely egy tripszinogén és legalább hét V  pszeudogént tartalmaz — duplikálódott és a 9. 
kromoszómára transzlokálódott (Rowen és mtsai, 2005). Itt fuzionált egy olyan 
génszakasszal, amely ugyancsak szegmentális duplikáció révén a 11. kromoszóma q24 
régiójából került a 9. kromoszómára, és a gén többi részét l 42 kb távolságban 5’ 
irányban helyezkedik el. Ez a génszakasz az ismeretlen funkciójú, konzervált 
transzmembrán fehérjét kódoló LOC120224 gén nem kódoló els  exonjából származik. 
Összehasonlító vizsgálatok megmutatták, hogy az interkromoszomális szegmentális 
duplikációs események az óvilági majmok és az emberszabásúak fejl dési vonalának 
szétválása után történtek. A PRSS3 transzkriptumok tehát kétféle 1. exonnal 
rendelkezhetnek, míg a 2-5. exonok közös génszakaszról íródnak át. Mivel az 1. exon a 
szignálszekvencia egy részét kódolja, a keletkez  tripszinogén izoformák különböz ek. 
A proszekvencia lehasítását követ en kialakuló aktív tripszin formák viszont már 
azonosak. A mezotripszinogén (C izoforma a SwissProt adatbázisban) az eredeti 1. exon 
által kódolt szignálszekvenciát tartalmazza. Ezen felül még két fúziós transzkriptum 
keletkezése prediktálható alternatív splicing, illetve alternatív promóterhasználat révén: 
a LOC120224 1. exonja fuzionál a tripszinogén gén 2-5. exonjával. Az alternatív 1. 
exon használatát feltételezhet en az is el segíti, hogy az 1. intron 5’ végén található 
splice hely defektív (GCGAGT) (Rowen és mtsai, 2005). A hosszabb A izoforma egy 
72 tagú szignálszekvenciával rendelkezik, míg a rövidebb B izoforma egy 28 
aminosavból álló szignálszekvenciával. Az A forma transzlációja egy AUG kodonról 
indul, a B izoformáé azonban egy bels  CUG kodonról (Németh és mtsai, 2007). 
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6. ábra A humán tripszinogén 4 izoformák kialakulása. A gén eredeti 1. exonját lila szín jelöli, az 
alternatív 1. exont piros, míg a 2-5. exonokat lila szín jelöli. Az ábra Tóth és munkatársai munkája 
alapján készült (Tóth és mtsai, 2007). 
Mivel a C, illetve az A és B izoformák 1. exonja különböz , az 5’ irányban 
elhelyezked  cisz szabályozóelemek is különböznek, így az egyes izoformák 
szövetspecifikus expressziót mutatnak. A C izoforma, vagyis a mezotripszinogén 
kizárólag a hasnyálmirigyben fejez dik ki, expressziós szintje azonban mind mRNS, 
mind fehérje szinten jóval alacsonyabb, mint a másik két pankreatikus tripszinogéné. Az 
alacsonyabb transzkripciós szintet pankreatikus sziget könyvtárból szekvenált EST-k 
aránya mutatja (Kaestner és mtsai, 2003), míg fehérje szinten — elektroforetikus 
elválasztás alapján — a mezotripszinogén a pankreatikus folyadék teljes tripszinogén 
tartalmának mindössze 3-10%-át teszi ki (Rinderknecht és mtsai, 1984; Rinderknecht és 
mtsai, 1979; Scheele és mtsai, 1981). A B izoforma — a korábbi feltételezésekkel 
szemben (Wiegand és mtsai, 1993) — nem kizárólag az agyban expresszálódik, a 
megfelel  transzkriptumot számos egyéb szövetb l is kimutatták: RT-PCR-t követ
szekvenálással prosztata, vastagbél és légúti eredet  epiteliális sejtvonalakból, valamint 
vastagbél nyálkahártyából (Cottrell és mtsai, 2004), illetve számos EST-t klónoztak 
különböz  agyterületeken kívül szívb l, méhb l és tumorsejt-vonalakból is (Rowen és 
mtsai, 2005). Az RT-PCR-rel vizsgált sejtvonalakban tripszin immunreaktivitás is 
kimutatható volt (Cottrell és mtsai, 2004). A B izoforma agyi eloszlását Tóth és 
munkatársai vizsgálták mind mRNS, mind fehérje szinten (Tóth és mtsai, 2007). 
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Eredményeik azt mutatják, hogy a humán tripszinogén 4 valamennyi vizsgált 
agyterületen expresszálódik, bár eltér  mennyiségben, valamint a valósidej  PCR, 
illetve az ELISA kísérletek eredményei meglehet sen jól korreláltak. 
Immunhisztokémiai festéssel a proteáz expresszióját neuronokban és gliasejtekben, 
f leg asztrocitákban, lokalizálták. Az A izoforma transzkripcióját egyetlen EST 
szekvencia (BI823946) támasztja alá, melyet egy agyból, tüd b l és heréb l származó 
mRNS keverékb l klónoztak. A fehérje expressziójáról azonban nincs adat, bár a 
megfelel  génnel transzfektált HeLa sejtekb l kimutatható a fehérje termel dése 
(Németh és mtsai, 2007). 
Máig tisztázatlan, hogy a humán tripszinogén 4 szekrécióra kerül-e, illetve ha 
nem, miként alakul ki a diszulfidhidak által stabilizált szerkezet. Az A és B izoformák 
szignálszekvenciája ugyanis nem tartalmazza az eukarióta szignálpeptidekre általánosan 
jellemz  motívumokat, vagyis az Ala-Val-Ala-Val szekvenciát követ -kanyart és 
szignálpeptidáz hasítóhelyet (von Heijne, 1985). Bár ez a szignálszekvencia nagy 
arányban tartalmaz töltéssel rendelkez  aminosavakat, humán agyból izolált 
mikroszóma és plazmamembrán frakciókon végzett membránkötési kísérletek során a C 
izoformával szemben mind a rekombináns módon el állított A, mind pedig a B forma 
er sen membránköt nek bizonyult (Tóth, 2006). Ezzel összhangban epiteliális 
sejtvonalak immunfestését követ en a humán tripszinogén 4 citoplazmatikus 
vezikulákkal mutatott kolokalizációt, a fehérje szekrécióját azonban nem sikerült 
kimutatni (Cottrell és mtsai, 2004). Agyi minták immunfestése során viszont az 
extracelluláris mátrixban is kimutattak pontszer  humán tripszin 4 fest dést, ami arra 
utal, hogy — legalább bizonyos esetekben — a humán tripszinogén 4 szekrécióra 
kerülhet. 
1.6.3. Inhibitor rezisztencia 
A humán tripszin 4 talán legjellegzetesebb tulajdonsága a természetesen 
el forduló polipeptid inhibitorokkal szembeni rezisztenciája (Rinderknecht és mtsai, 
1984; Nyaruhucha és mtsai, 1997; Katona és mtsai, 2002; Szmola és mtsai, 2003). Ezt 
az enzimet is jól gátolják a kis molekulatömeg  szerin proteáz, illetve tripszin 
inhibitorok, mint a DFP, PMSF, illetve benzamidin, p-aminobenzamidin, TLCK, 
leupeptin. Ezzel szemben a kanonikus szerin proteáz inhibitorok, mint a BPTI, hPSTI, 
STI, holdbab inhibitor, kutya szubmandibuláris mirigy inhibitor, csirke ovomukoid, 
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APPI és ekotin, nem képeznek szoros komplexet a humán tripszin 4-gyel, a kötési 
er sség 2-7 nagyságrenddel alacsonyabb, mint más tripszinek esetén. A humán tripszin 
4 a szerpin mechanizmusú 1-antitripszin ( 1-AT) általi gátlásra is rezisztens 
(Rinderknecht és mtsai, 1984). 
1.6.4. Szubsztrátspecificitás 
A humán tripszin 4 más tripszinekhez hasonlóan arginin és lizin utáni 
peptidkötéseket hasít. Kisméret , P’ kontaktust nem tartalmazó kromogén és fluorogén 
szubsztrátokon az enzim katalitikus hatékonysága nem marad el más tripszinek mögött 
(Rinderknecht és mtsai, 1984; Medveczky és mtsai, 2003; Szmola és mtsai, 2003). 
Ezzel szemben a humán tripszin 4 a fehérje szubsztrátokat — a 193-as argininnel 
történ  ütközés következtében — gyengén hasítja, bár a sebességcsökkenés mértéke 
különféle szubsztrátok esetén eltér  lehet. A humán tripszin 4 a pankreatikus 
zimogéneket 500-1000-szer lassabban aktiválja, mint a humán tripszin 1 vagy 2, 
valamint autoaktivációra sem képes, a humán tripszin 1 Arg122-Val123 peptidkötését a 
humán tripszin 1-hez viszonyítva szintén mintegy 500-szor lassabban hasítja, másfel l 
viszont a humán tripszin 2-t csak 20-szor lassabban emészti, mint a humán tripszin 1 
(Szmola és mtsai, 2003). A humán tripszin 4 szubsztrátspecificitását részletesen egy 1-
AT mutánsokból álló könyvtáron vizsgálták (Szepessy és Sahin-Tóth, 2006). Bár a 
humán tripszin 4 teljességgel rezisztens az 1-AT általi gátlásra, szelektíven hasítja a 
Lys10-Thr11 peptidkötést. A Thr11-et különféle aminosavakkal helyettesítve azt 
találták, hogy az enzim a P1’ pozícióban a kisméret , poláros oldallánccal rendelkez
szerin és treonin aminosavakat tartalmazó peptidkötéseket szelektíven hasítja (kcat/KM ≈
105 M-1s-1), a hasítási sebesség akár 100-200-szor nagyobb, mint más P1’ aminosavak 
esetén. Ezzel összhangban a humán tripszin 4 hasította az 1-AT Pittsburgh mutánsának 
Arg358-Ser359 reaktív peptidkötését, és gyorsan inaktiválódott a szerpin mechanizmus 
által (ka ≈ 106 M-1s-1). Az 1-AT-en kapott eredményeket a mielin bázikus fehérjével 
(MBP) végzett kísérletek is meger sítik: a humán tripszin 4 szelektíven hasítja az MBP 
lipidkötött formájában az Arg79-Thr80, valamint az Arg97-Thr98 peptidkötéseket 
(Medveczky és mtsai, 2006). Ezek az eredmények tehát azt mutatják, hogy a humán 
tripszin 4 nem tekinthet  általánosságban — valamennyi fehérje szubsztráton — 
defektív proteáznak, hanem igen sz k szubsztrátspecificitást mutat Arg/Lys-Ser/Thr 
peptidkötések iránt. Valamint az is fontos tanulsága ezeknek a kísérleteknek, hogy a 
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szerpin mechanizmus egy lehetséges út a humán tripszin 4 inhibitor rezisztenciája 
leküzdéséhez. 
1.6.5. Az Arg193 szerepe 
El ször a humán tripszin 4 szekvenciájának más tripszinekkel való 
összehasonlítása alapján merült fel, hogy az enzim különleges viselkedését alapjában a 
— valamennyi tripszinszer  szerin proteázban konzervált — 193-as glicin arginre 
történt mutációja határozza meg (Nyaruhucha és mtsai, 1997). Ezt a feltételezést az 
enzim atomi szerkezetének elemzése is meger sítette (Katona és mtsai, 2002). Az 
Arg193 oldallánca nyújtott konformációban helyezkedik el egy árokban, melyet a 
Tyr151 és His40 oldallánca, valamint a Phe41, Trp141 és Gly142 f lánc atomjai 
bélelnek. A Tyr151 aromás gy r je meggátolja az Arg193 oldallánc szabad rotációját, 
hozzájárulva ezáltal az Arg193 rendezett konformációjának fenntartásához. Mivel a 
193-as pozíció része az S2’ szubsztrátköt  zsebnek, az arginin hosszú oldallánca 
sztérikusan ütközik a fehérje szubsztrátokkal és inhibitorokkal. Ezen felül a guanidino 
csoport pozitív töltése drasztikusan megváltoztatja a töltéseloszlást az S1 zseb 
környezetében, ami befolyásolhatja az inhibitorok megköt dését az enzim felületén. A 
mutáció hatására csekély mértékben torzult az oxianion lyuk: az Arg193 C  pozíciója 
0,4-0,8 Å-mel eltolódott. Ennek ellenére az oxianion lyuk specifikus geometriája 
meg rzöttnek t nik, bár meg kell jegyezni, hogy a kristályszerkezet nem a szabad 
enzimr l, hanem a benzamidinnel komplexált formáról készült. 
Az Arg193 szerepét irányított mutagenezis vizsgálatok is meger sítették, melyek 
során a humán tripszin 4 193-as argininjét glicinre cserélték, illetve ebben a pozícióban 
a konzervált glicint tartalmazó tripszinekbe (humán tripszin 1, patkány tripszin 2) 
arginint vittek be (Medveczky és mtsai, 2003; Szmola és mtsai, 2003). A glicin/arginin 
csere hatására megsz nt az inhibitor rezisztencia és helyreállt az autoaktivációs 
képesség, a tükörképi mutáció azonban a humán tripszin 4 jellegzetes tulajdonságainak 
megjelenéséhez vezetett más tripszinekben is. Tehát a humán tripszin 4 inhibitor 
rezisztenciájáért és sz k szubsztrátspecificitásáért egyedül az Arg193 evolúciós 
szelekciója felel s. Ezt meger síti az a tény is, hogy a 193-as glicin szubsztitúciója 
eltér  fehérjekörnyezetben is hasonló hatást vált ki. A 193-as arginint (Castro és mtsai, 
2001), illetve fenilalanint (Zhang és mtsai, 1995) tartalmazó kígyóméregb l izolált 
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trombinszer  enzimek, melyek szekvencia homológiája a tripszinnel alacsony, a humán 
tripszin 4-hez hasonló inhibitor rezisztenciát és sz k szubsztrátspecificitást mutatnak. 
1.6.6. Inhibitorok hasítása 
A kanonikus inhibitorokkal szembeni rezisztenciával párhuzamosan a humán 
tripszin 4 számos inhibitort gyorsan hasít (Szmola és mtsai, 2003; Tóth, 2006; Salameh 
és mtsai, 2008). Más tripszinek, melyekhez szorosan köt dnek a kanonikus inhibitorok, 
a reaktív kötést csak rendkívül lassan hidrolizálják el (Laskowski és Kato, 1980; Bode 
és Huber, 1992; Radisky és Koshland, 2002). Ezzel szemben a humán tripszin 4-r l 
bebizonyosodott, hogy gyorsan hasítja a Kunitz típusú inhibitorok, mint pl. az STI, 
APPI és BPTI reaktív peptidkötését. A hidrolízis sebessége a BPTI esetében a humán 
tripszin 1-hez viszonyítva 350-szeres, míg a szarvasmarha tripszinhez hasonlítva 
150000-szeres (Salameh és mtsai, 2008). A humán tripszin 4 BPTI-vel alkotott 
komplexének röntgenkrisztallográfiás szerkezete arra enged következtetni, hogy a 193-
as glicin argininnel való szubsztitúciója a nukleofil támadás útvonalára nincs hatással 
(Salameh és mtsai, 2008). Ezzel szemben az enzim és a BPTI P1’-P3’ aminosavai közti 
kedvez tlen kölcsönhatások jelent sen befolyásolják az acilezési reakciót. A humán 
tripszin 4 193-as argininje és a BPTI P2’ Arg17 közti sztérikus és elektrosztatikus 
gátlás, valamint a kevesebb stabilizáló hidrogénhíd következtében a távozócsoport 
sokkal gyorsabban disszociál az enzim felszínér l, mint más tripszinek esetében. A 
BPTI P’ csoportjainak eltávolodása lehet vé teszi víz belépését az aktív helyre, miáltal 
felgyorsul a dezacilezés. 
A humán tripszin 4 a Kazal típusú humán pankreatikus szekretoros tripszin 
inhibitort (hPSTI) is gyorsan degradálja (Szmola és mtsai, 2003). A szekretoros 
inhibitorok szintén a kanonikus inhibitorok közé tartoznak, ám id vel — szemben a 
Kunitz típusú inhibitorokkal, melyek stabil komplexet képeznek a proteázzal — 
irreverzíbilisen disszociálnak az enzim felületér l (Laskowski és Wu, 1953). Az ilyen, 
ún. átmeneti inhibitorok mechanizmusa triptikus hasítások meghatározott sorát foglalja 
magába, melyet a reaktív hely peptidkötésének hidrolízise vezet be. Tekintve, hogy a 
tripszinek általában szoros komplexet képeznek az inhibitorral, a sebességmeghatározó 
lépés a reaktív hely hasítása. A humán tripszin 4 ezzel szemben a reaktív peptidkötést 
gyorsan elhidrolizálja, viszont a fehérje szubsztrátokon mutatott alacsony aktivitása 
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következtében az ezt követ  inaktiváló hasítások lassan történnek, így ez a 
sebességmeghatározó lépés. 
1.6.7. Élettani szerep 
A pankreatikus humán tripszin 4 bizonyára nem játszik jelent s szerepet a 
táplálék fehérjéinek lebontásában a vékonybélben, tekintve, hogy a másik két tripszin 
izoforma jóval nagyobb mennyiségben van jelen és magasabb katalitikus aktivitást 
mutat. A pankreatikus humán tripszin 4 egyetlen élettani szerepének így az 
elfogyasztott táplálékból származó tripszin inhibitorok degradációja t nik (Szmola és 
mtsai, 2003). Meg kell azonban jegyezni, hogy a humán tripszin 4 általi inhibitor 
degradáció csak magas — a tripszinek összkoncentrációját meghaladó — inhibitor 
koncentrációk mellett válik jelent ssé, mivel alacsony koncentrációk esetén az 
inhibitorok komplexált formában vannak jelen. A humán tripszin 4-nek a hasnyálmirigy 
gyulladás kialakulásában játszott lehetséges szerepe is ellentmondásos. Korábban 
felmerült, hogy a hasnyálmirigyben id  el tt aktiválódó inhibitor rezisztens tripszin 
forma pankreatitiszt okozhat más proenzimek szabad aktivációja révén, illetve védhet is 
a betegség kialakulása ellen a proteázok degradációja által (Rinderknecht és mtsai, 
1984; Nyaruhucha és mtsai, 1997). Kés bb azonban bebizonyosodott, hogy a humán 
tripszin 4 sem más zimogének aktivációjára, sem a proteázok degradációjára nem képes, 
tehát ily módon nem lehet szerepe a pankreatitisz kialakulásában (Rinderknecht és 
mtsai, 1984; Szilágyi és mtsai, 2001; Szmola és mtsai, 2003). Amennyiben a humán 
tripszin 4 a hasnyálmirigyben id  el tt aktiválódna, a hPSTI degradációja pankreatitisz 
kialakulásához vezethetne. Ezt az elképzelést alátámasztja, hogy a — szintén a 
hasnyálmirigy acinus sejtjeiben termel d  — katepszin B in vitro körülmények között a 
másik két tripszin izoformával szemben preferált módon aktiválja a humán tripszin 4-et. 
Egy ilyen mechanizmus fiziológiás szerepének igazolásához azonban további 
vizsgálatok szükségesek. 
Az extrapankreatikus humán tripszin 4 élettani szerepének tisztázása még várat 
magára, mivel nem ismert, hogy az enzim A, illetve B izoformái intracelluláris vagy 
szekretált fehérjék-e. Amennyiben szekretált fehérjér l van szó, egyik lehetséges 
funkciója lehet proteáz aktivált receptorok aktiválása. Cottrell és munkatársai 
eredményei szerint a humán tripszin 4 lehetséges agonistája epiteliális sejtek PAR2 és 
PAR4 receptorainak (Cottrell és mtsai, 2004). Kés bb azonban ezt a megállapítást két 
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kutatócsoport is cáfolta, viszont leírták, hogy a humán tripszin 4 képes különböz  idegi 
eredet  sejtek — asztrociták, illetve a retina ganglionsejtjei — membránjában jelenlév
PAR1 receptorok aktiválására (Grishina és mtsai, 2005; Wang és mtsai, 2006). 
Transzgénikus egereken végzett kísérletek szerint a humán tripszinogén 4 
neuronális expressziója a gliális fibrilláris savas protein (GFAP) szintjének növekedését 
eredményezi asztrocitákban (Minn és mtsai, 1998). A megnövekedett GFAP expresszió 
az asztrociták fokozott aktivációjára utal, és általában megfigyelhet  Alzheimer-kórban, 
valamint a központi idegrendszer sérülésekre és más betegségekre adott válaszában. A 
transzgénikus egerek neuronjaiban -amiloid rögök lerakódása is megfigyelhet  volt, 
bár extracelluláris lerakódásokat nem tudtak kimutatni. Továbbá a transzgénikus egerek 
neurodegenerációra utaló jeleket sem mutattak. 
A humán tripszin 4 ugyancsak szerepet játszhat egy másik neurodegeneratív 
betegség, a multiplex szklerózis kialakulásában. Medveczky és munkatársai kimutatták, 
hogy a humán tripszin 4 — szemben a humán tripszin 1-gyel és a kalpainnal — 
szelektíven hasítja a mielin bázikus fehérje (MBP) Arg79-Thr80 és Arg87-Thr98 
peptidkötéseit (Medveczky és mtsai, 2006). Mivel a multiplex szklerózisban szenved
betegekben található legf bb ellenanyagok épp az MBP 85-96 peptidszekvenciáját 
ismerik fel, a humán tripszin 4 az immunogén szekvencia felszabadítása révén részt 
vehet a betegség patomechanizmusában. 
A humán tripszin 4 tumorokban betöltött szerepére utaló adatok sem 
ellentmondásmentesek. Nyel cs  pikkelysejt karcinómájában és gyomor 
adenokarcinómában csökkent tripszinogén expressziót mutattak ki mRNS szinten 
(Yamashita és mtsai, 2003). Az expressziós szint csökkenése jól korrelált a humán 
tripszinogén 4 gén promóterének hipermetilációjával, ami az enzim tumorgátló 
szerepére utal. Ezzel szemben nem kissejtes tüd daganatok esetén azt találták, hogy a 
humán tripszinogén 4 mRNS expressziós szintje n  (Diederichs és mtsai, 2004). A 
tripszinogének expressziós szintjével párhuzamosan a sejtek hámrétegen keresztüli 
migrációs képessége is n tt, ami a humán tripszin 4 metasztatikus folyamatokban 
betöltött szerepére utal. 
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2. CÉLKIT ZÉSEK
Munkám során a szerin proteázok katalízisének, szubsztrátkötésének és 
aktivációjának összefüggéseit vizsgáltam a humán tripszin 4 példáján. Az alábbi 
konkrét kérdésekre kerestem a választ: 
1. A humán tripszin 4 kristályszerkezete és az arginin/glicin csere tisztázta a 
193-as arginin szerepét az enzim különleges tulajdonságainak meghatározásában. Nem 
adott azonban választ arra a kérdésre, hogy vajon a nyújtott pozícióban elhelyezked
arginin nagy mérete által kiváltott sztérikus gátlás vagy a szubsztrátköt  helyre bevitt 
pozitív töltés elektrosztatikus hatása az els dleges. Ezzel szoros összefüggésben 
felmerült egy állatmodell használatának lehet sége a humán tripszin 4 élettani 
szerepének tisztázásához. Ez az izoforma ugyanis kizárólag f eml sökben található 
meg, rágcsálókban csak a 193-as pozícióban tirozint tartalmazó formák ismertek. Ezért 
célul t ztem ki a 193-as pozícióban tirozint, valamint fenilalanint tartalmazó tripszin 
mutánsok el állítását és kinetikai viselkedésének összehasonlítását a 193-as glicint, 
illetve arginint tartalmazó formákkal különböz  szubsztrátokkal és inhibitorokkal 
szemben. 
2. Munkám célja volt továbbá a glicin/arginin csere reakciómechanizmusra 
gyakorolt hatásának részletes elemzése kisméret  kromogén/fluorogén szubsztrátokon. 
Egyrészt protonleltár méréseket végeztem, amely a hidrogénhidaknak a katalitikus 
ciklus során bekövetkez  változásairól ad felvilágosítást, másrészt gyorskinetikai 
kísérletek segítségével elemi lépésekre lebontva jellemeztem a glicint, illetve arginint 
tartalmazó formák kinetikáját MUGB szubsztrát analógon. 
3. Ugyancsak munkám célja volt a zimogén aktivációt kísér
konformációváltozás tanulmányozása. Célul t ztem ki, hogy az aktivációs domén 
csuklópántjai körüli flexibilitás csökkentésének hatását vizsgáljam mind a 
zimogén/aktív konformációs átmenetre, mind a katalitikus mechanizmusra. Ehhez az 
egyes csuklóglicineket alaninra cseréltem, és megvizsgáltam, hogy ez a perturbáció 
milyen hatással van az aktív forma aktivációs doménjének szerkezetére, illetve a 
katalitikus mechanizmusra. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK
3.1. Mutagenezis 
A humán tripszin 4-et Katona és munkatársai klónozták pankreatikus cDNS 
könyvtárból (Katona és mtsai, 2002). A patkány tripszin 2-t Craik és munkatársai 
klónozták (Craik és mtsai, 1985), az enzimet zimogén formában Dr. Bódy Árpád 
bocsátotta rendelkezésemre. Az R193G, R193A, R193G/G19A, R193G/G142A és 
R193G/G184A mutánsokat tartalmazó DNS-konstrukciókat Dr. Medveczky Péter, a 
S195A mutánst Dr. Tóth Júlia bocsátotta rendelkezésemre. A G19A mutáció 
bevitelekor az 5’ primer tartalmazta a kívánt mutációt, az összes többi esetben 
megaprimer mutagenezist alkalmaztunk. A PCR reakciók során használt templátokat és 
primereket (Invitrogen) az 2. táblázat tartalmazza. A PCR termékeket egy módosított 
pET-17b vektorba klónoztuk (Katona és mtsai, 2002). A DNS munkát standard 
protokollok szerint végeztük (Sambrook és Russell, 2000). Az elkészült konstrukciókat 
szekvenálással ellen riztük. 
Mutáns tripszin Templát Primerek 
Humán tripszin 4 R193F 
pET-17b: hu try 4 
R193G 
TCCTGCCAGTTTGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 
R193Y 
pET-17b: hu try 4 
R193G 
TCCTGCCAGTATGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 1 R193F 
pET-17b: hu try 1 
R193G 
TCCTGCCAGTTTGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GCG TCGACTTAGCTGTTGGCAGCTATGGTTG 
Humán tripszin 1 
R193Y 
pET-17b: hu try 1 
R193G 
TCCTGCCAGTATGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GCG TCGACTTAGCTGTTGGCAGCTATGGTTG 
Patkány tripszin 2 
R193F 
pTRAP, pET-17c: rat 
try 2 G193R 
TCCTGCCAGTTTGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
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Mutáns tripszin Templát Primerek 
  TAG TCGACTTTATTGACATAATGACTGTAG 
Patkány tripszin 2 
R193Y 
pTRAP, pET-17c: rat 
try 2 G193R 
TCCTGCCAGTATGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  TAG TCGACTTTATTGACATAATGACTGTAG 
Humán tripszin 4 
R193G 
pET-17b: hu try 4 TCCTGCCAGGGTGACTCTGGTGGCCC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 S195A pET-17b: hu try 4 CCTGCCAGCGTGACGCTGGTGGCCCTGTG 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 
R193A 
pET-17b: hu try 4 
R193G 
TCCTGCCAGGCTGACTCCGGTGGC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 
R193G/G19A 





  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 
R193G/G142A 
pET-17b: hu try 4 
R193G 
ATCTCCGGCTGGGCCAACACTCTGAGC 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
Humán tripszin 4 
R193G/G184A 
pET-17b: hu try 4 
R193G 
ATGTTCTGTGTGGCCTTCCTTGAGGGA 
  TAATACGACTCACTATAGGG 
  GACTGCAGAGCT CCCGGGGGCTTTAGC 
2. Táblázat A mutagenezishez használt templátok és primerek. A primerek a következ  sorrendben 
vannak feltüntetve: megaprimer, a gén 5’, illetve 3’ végéhez illeszked  primer. A mutációt hordozó 
tripleteket aláhúzás jelöli. A klónozáshoz használt restrikciós endonukleázok hasítóhelyét félkövér 
kiemelés jelöli. A humán tripszin 4 esetében a 3’ primer SacI hasítóhelyet tartalmaz, a humán tripszin 1, 
valamint a patkány tripszin 2 esetében SalI hasítóhelyet. Az 5’ primer a humán tripszin 4 R193G/G19A 
mutáns kivételével a pET-17b vektorban található T7 promóter szekvenciájához illeszkedett, a gének 
klónozását a poliklónozó helyen található HindIII hasítóhely tette lehet vé. A G19A primer HindIII 
hasítóhelyet tartalmazott.
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3.2. A rekombináns tripszinogének el állítása 
A rekombináns tripszinogéneket E. coli  BL21(DE3)pLysS (Novagen) törzsében 
zárványtest formájában expresszáltuk, majd in vitro renaturáltuk Szilágyi és 
munkatársai módszere szerint (Szilágyi és mtsai, 2001). A MgCl2/CaCl2 kezeléssel 
kompetenssé tett sejteket h sokkal (42 °C, 90 s) történ  kezeléssel transzformáltuk, és 
LB-médiumban 37 °C-on  folyamatos rázatás közben növesztettük 100 μg/ml ampicillin 
jelenlétében. A logaritmikus fázisban (OD600 = 0,6) 1 mM IPTG hozzáadásával 
indukáltuk a fehérjetermelést, majd további 3 órán át növesztettük a sejteket. A sejteket 
centrifugálással összegy jtöttük, és a kultúratérfogat felének megfelel  50 mM Tris-
HCl, 2 mM EDTA, 0,1% Triton-X (pH 8,0) tartalmú pufferben felszuszpendáltuk. A 
lízist a sejtek lefagyasztását/felolvasztását követ en 30 percig szobah mérsékleten való 
kevertetéssel tettük teljessé. A zárványtesteket lecentrifugáltuk (10 min, 10000 rpm), 
majd háromszor mostuk 50 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA (pH 8,0) összetétel  pufferrel. 
A fehérjéket 10 mg/ml koncentrációban 30 mM ditiotreitol 6 M guanidin-HCl, 100 mM 
Tris-HCl, 2 mM EDTA (pH 8.9) tartalmú pufferben 1 órán át redukáltuk 37 °C-on; a fel 
nem oldódott szennyez déseket ultracentrifugálással távolítottuk el (45000 rpm, 30 
min). A denaturált és redukált tripszinogéneket nitrogén fölévezetése mellett 
cseppenként 50-szeresre hígítottuk oxigénmentes redoxpufferbe (0,9 M guanidin-HCl, 
100 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA (pH 8,9), valamint 1 mM L-cisztein és 1 mM L-
cisztin). Az oldatot egy éjszakán át 4 °C-on kevertettük; az aggregálódott fehérjéket 
centrifugálással távolítottuk el (30 min, 25000 rpm). 
3.3. A tripszinogén és tripszin mutánsok tisztítása
A zimogének többségét anioncserél  kromatográfiával tisztítottuk Q Sepharose 
Fast Flow (Amersham Biosciences) oszlopon 0-1 M NaCl grádienssel 20 mM HEPES 
pufferben (pH 7,0). A 193-as glicint tartalmazó tripszinogén formákat ezzel szemben 
fenil szefaróz Fast Flow kationcserél  (Amersham Biosciences) oszlopra vittük fel, 
hogy megakadályozzuk az autoakivációt. Az oszlopot 20 mM Na-citráttal (pH 4,5) 
ekvilibráltuk, majd 0-1 M NaCl grádienssel eluáltuk a fehérjéket. A tripszinogéneket 
sertés enterokinázzal (Sigma) aktiváltuk 1000:1 moláris arányban 50 mM Tris-HCl, 100 
mM NaCl, 10 mM CaCl2 (pH 8,0) pufferben. Az aktív tripszineket affinitás 
kromatográfiával tisztítottuk STI szefaróz (Sigma) oszlopon 10 mM HCl-dal eluálva. 
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Mind a tripszinogéneket, mind pedig a tripszineket ultrasz réssel töményítettük 
Vivaspin (Vivascience) oszlopok felhasználásával, majd 2,5 mM HCl-ban alikvotokban 
tároltuk -80 °C-on. A fehérjepreparátumok tisztaságát és homogenitását SDS 
poliakrilamid gélelektroforézissel és reverz fázisú HPLC-vel ellen riztük. A 
fehérjekoncentrációt a 280 nm-en mutatott fényelnyelés alapján határoztuk meg, az 
280 = 41535 M-1cm-1 moláris extinkciós koefficienst alkalmazva. 
3.4. Differenciális pásztázó kalorimetria 
A kalorimetriás méréseket egy Microcal VP-DSC m szeren végeztük. A 
denaturációs görbéket 10 °C és 85 °C között 2,5 atm nyomáson vettük fel 60 °C/h f tési 
sebességgel. A minták 0,4 mg/ml fehérjét tartalmaztak 20 mM Na-foszfát (pH 8,0) 
pufferben. A pufferrel mért alapvonalat levontuk a fehérjék denaturációs görbéjéb l. 
3.5. Cirkuláris dikroizmus spektroszkópia 
A CD-spektroszkópiai méréseket egy Jasco 720 spektropolariméteren 
(Japanspectroscopic) 20 ºC-on végeztük. A spektrumokat 195-250, illetve 240-310 nm 
között 0,1 nm-es lépésekben vettük fel. A minták a közeli UV-spektrumok esetében 
0,4 mg/ml fehérjét tartalmaztak, míg a távoli UV-spektrumok esetében 0,04 mg/ml 
fehérjét 20 mM Na-foszfátban (pH 8,0). Az alkalmazott hullámhossz-tartomány, 
valamint a fehérjekoncentráció függvényében a fényút hossza 0,1, illetve 1 cm volt. A 
spektrumok három mérés átlagát reprezentálják. 
3.6. Limitált proteolízis 
50 M koncentrációjú tripszinogént vagy tripszint tartalmazó mintákat 10:1 
moláris arányban szarvasmarha -kimotripszin (Worthington) jelenlétében inkubáltunk 
10 mM CaCl2-ot is tartalmazó 100 mM Tricin pufferben (pH 8,0) szobah mérsékleten. 
Meghatározott id közönként 6 l mintákat vettünk, melyekben a reakciót kétszer 
tömény SDS mintapuffer hozzáadásával , és az ezt követ  melegítéssel (95 ºC, 5 min) 
állítottuk le. A proteolízis analízise céljából a mintákat 15%-os SDS poliakrilamid gélen 
futtattuk meg redukáló körülmények között. A mintákat 1 órán át Brilliant Blue G-vel 
festettük, majd egy éjszakán át festéktelenítettük 5% metanol, 7% ecetsav tartalmú 
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oldatban. Az egyes sávok intenzitását denzitometriával határoztuk meg a GeneTools 
(Syngene) képanalizáló szoftver segítségével. Az aktív tripszin formák esetében 
kimotripszin nélküli kontrolkísérleteket is végeztünk, ami lehet vé tette az 
autodegrdáció figyelembevételét a kiértékelés során. 1 mM D-MePhe-Pro-Arg-aldehid 
jelenlétében is elvégeztük a kísérleteket, amely — kromogén szubsztrátokon végzett 
mérések szerint — 95%-nál nagyobb mértékben gátolta a különböz  tripszin formákat, 
ezzel szemben nem volt hatással a kimotripszin aktivitására. A kimotripszin 
hasítóhelyét N-terminális aminosav szekvenálással határoztuk meg. A proteolitikus 
fragmentumokat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel elválasztottuk, egy ProBlot 
polivinilidén difluorid (PVDF) membránra (PE Biosystems) blottoltuk, majd Edman-
lebontással meghatároztuk az N-terminális szekvenciát egy Procise 494 szekvenátoron 
(Applied Biosystems). Az aminosav szekvenálást Dr. Patthy András végezte. 
3.7. Az N-teminális kémiai módosítása 
Az N-terminális hozzáférhet ségét az Ile16 NaNCO által történ
karbamilálásával, és ezt követ  Edman lebontással határoztuk meg Camire módszere 
szerint (Camire, 2002). A reakcióelegyek 10 M fehérjét tartalmaztak 10 mM CaCl2, 
30 mM ammónium-bikarbonát (pH 8,0) össztétel  pufferben. A reakciót 0,5 M NaNCO 
(Aldrich) (pH 8,0) hozzáadásával indítottuk, majd szobah mérsékleten inkubáltuk a 
mintákat. Meghatározott id közönként mintákat vettünk, és azonos térfogatú 5 M 
hidroxilamin (Aldrich) (pH 8,0) hozzáadásával állítottuk le a reakciót. 100 pmol 
fehérjemintákat ProBlot polivinilidén difluorid membránra (PE Biosystems) blottoltunk, 
és 200 l 10% acetonitrillel mostuk a szekvenálási reakciót zavaró reagensek 
eltávolítása céljából. Az N-terminális Ile16 csúcs magasságát Dr. Patthy András 
határozta meg egy Procise 494 szekvenátoron (Applied Biosystems). A megadott 
értékek három mérés átlagát reprezentálják. Kontrolkísérletek során a NaNCO-ot NaCl-
dal helyettesítettük. 1 mM D-MePhe-Pro-Arg-aldehid jelenlétében is elvégeztük a 
kísérleteket. Ezeken túlmen en olyan kontrolkísérleteket is végeztünk, amelyek 
lehet vé tették a különböz  tripszin minták esetében kapott eredmények összevetését 
egy teljes mértékben hozzáférhet  N-terminálissal: ezen kísérletek során a humán 
tripszn 4 N-terminálisának megfelel  szintetikus hexapeptidet használtuk gyantához 
kötött formában. Az IVGGYT peptidet Dr. Patthy András szintetizálta Fmoc kémiával 
egy ABI 431A szilárdfázisú peptidszintetizátoron (Applied Biosystems). Az Fmoc 
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csoport eltávolításra került az N-terminális izoleucinról, ezzel szemben a C-terminális 
treonin kötve maradt a HMP gyantához. 
3.8. Proflavin kötés 
Az aktív konformációban jelenlév  tripszin arányát Fersht és Requena módszere 
szerint határoztuk meg egy BioLogic SFM300 megállított áramlásos készülékben 
(Fersht és Requena, 1971; Fersht, 1972). A kísérletek során gyorsan összekevertük 
(0,25 ms holtid ) tripszin és proflavin (Sigma) egyenl  térfogatát (50-50 l) 20 mM 
Tricin pufferben (pH 8.0) 20 ºC-on. A tripszin/proflavin komplex kialakulását 
spektrofotometriásan követtük 465 nm-en. A kísérletek során számos id görbét 
átlagoltunk. Szarvasmarha tripszinogént (Sigma) felhasználó kontrolkísérletekben nem 
tapasztaltunk jelváltozást.  
3.9. Enzimaktivitás mérés 
A Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid törzsoldatokat dimetilformamidban (Sigma) 
készítettük. A dimetilformamid végkoncentrációja a mérések során nem érte el az 
1%-ot, kivéve az R193G/G142A mutáns esetében, ahol maximális koncentrációja 5% 
volt. A szubsztrát hidrolízisét egy Shimadzu UV-2101PC spektrofotométeren 405 nm-
en követtük. 
A 193-as pozícióban szubsztituált tripszinek esetében id görbéket vettünk fel 
37 ºC-on 1 ml 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X (pH 8,0) 
tartalmú pufferben. Az enzimkoncentráció 10-20 nM között változott, a 
szubsztrátkoncentráció 100 M volt. A gátlási vizsgálatok során az inhibitorok moláris 
feleslege 10-100000 között változott a kötéser sségt l függ en. Az id görbéket globális 
illesztéssel, a DynaFit program segítségével értékeltük ki (Duggleby és Clarke, 1991; 
Kuzmi , 1996). A kiértékelés során az összes rendelkezésre álló görbéhez egyszerre 
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ahol E az enzim, S a szubsztrát, E•S a Michaelis komplex, P a termék. 
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− += . A gátlási vizsgálatok során az el bbi egyenlet 
kiegészült a kompetitív inhibíció egyenletével: 
1
1
E I E Ik
k−
+
ahol I az inhibitor. 
Az aldehid inhibitor esetében a reverzíbilis lépést egy irreverzíbilis lépés követi: 
3 4
3
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Az inhibíciós konstansok számításánál az el z leg meghatározott katalitikus 
konstansokat használtuk. 
Az aktivációs domén csuklópánt glicinjeinek vizsgálatánál a reakció kezdeti 
sebességét mértük a szubsztrátkoncentráció függvényében. A méréseket 1 ml 
végtérfogatban 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2 (pH 8,0) pufferben 20 ºC-on végeztük. A 
Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráton végzett vizsgálatok során az 
enzimkoncentráció 1,22-530 nM volt, a szubsztrátkoncentrációt hat-nyolc lépésben 
6,25 M és 7,5 mM között változtattuk az adott tripszinforma katalitikus 
tulajdonságainak megfelel en. Az N -benzoil-DL-Arg p-nitroanilid szubsztrát esetében 
az enzimkoncentráció 1 nM volt, a szubsztrátkoncentráció 25 M és 20 mM között 
változott. A kiértékelés során mérési eredményeinkhez a Michaelis-Menten hiperbolát 
illesztettük az OriginPro 7.5 program segítségével. A megadott adatok három mérés 
átlagát reprezentálják. A gátlási vizsgálatokat 250 M Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid 
szubsztrát jelenlétében 25 nM enzimen végeztük, a p-aminobenzamidin koncentrációja 
20 M és 5 mM között változott. Adatainkhoz az alábbi egyenletet illesztettük: 
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[ ]
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[ ]
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3.10. Zimogén aktiváció vizsgálata 
A humán tripszin 4 variánsok zimogén aktiváló képességét kimotripszinogénen 
vizsgáltuk. A 3 ml térfogatú reakcióelegyek 100 nm kimotripszinogént és 10 nm 
tripszint tartalmaztak 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X 
(pH 8,0) pufferben. A reakcióelegyeket 37 ºC-on inkubáltuk 30 percig, miközben 
5 percenként 10 l térfogatú mintákat vettünk. A minták kimotripszin aktivitását egy 
47
Shimadzu UV-2101PC spektrofotométeren 405 nm-en vizsgáltuk 37 ºC-on 100 M 
Suc-Ala-Pro-Phe p-nitroanilid szubsztráton 1 ml 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM 
CaCl2, 0,005% Triton-X (pH 8,0) pufferben. 
3.11. Tranziens kinetika 
A tranziens kinetikai méréseket egy 450 watt teljesítmény  szupercsendes Hg-
Xe lámpával (Hamamatsu) felszerelt KinTek SF-2004 megállított áramlásos készüléken 
végeztük. A fluoreszcenciát 0,5 nm-es résszélességgel 365 nm-en gerjesztettük, míg a 
kibocsátott fényt egy WG420 vágósz r  segítségével (Comar Instruments) 420 nm 
felett detektáltuk. A fotoelektron sokszorozó feszültsége 600-800 V között változott a 
különböz  mutánsok esetében. 40 l térfogatú mintákat 1:1 arányban 8 ml/s áramlási 
sebességgel kevertünk össze. A szubsztrát telítési kísérletek során 0,1-1 M enzimet 
0,94-500 M 4-metilumbelliferil 4-guanidinobenzoát (MUGB, Sigma) szubsztrát 
analóggal reagáltattunk 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2 pufferben (pH 8,0) 20 ºC-on. Az 
adatpontokat logaritmikus skálán vettük fel, így lehet vé vált, hogy a többlépéses 
folyamat valamennyi — nagyságrendileg eltér  id állandójú — fázisáról 
kiegyensúlyozottan gy jtsünk adatpontokat (Walmsley és Bagshaw, 1989). Egy kísérlet 
során számos id görbét átlagoltunk. 
3.12. Protonleltár mérések 
A protonleltár mérések során id görbéket vettünk fel egy Shimadzu UV-2101PC 
spektrofotométeren 405 nm-en 150 M Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráton. A 
méréseket 1 ml végtérfogatban 20 mM Tris, 1 mM CaCl2 pufferben 25 ºC-on végeztük. 
A puffereket Tris-bázis (Sigma) és Tris-HCl (Sigma) ioncserélt vízbe, illetve 
nehézvízbe (Sigma) megfelel  arányban történ  bemérésével állítottuk el . A pH 
mér r l leolvasott érték a vizes puffer esetében 8,3, a nehézvizes puffer esetében 8,6 
volt. A hidrogén izotópokat különböz  arányban tartalmazó puffereket a két 
törzsoldatból térfogat alapján történ  keveréssel állítottuk el  a s r ségek 
figyelembevételével. Az enzimeket vizes oldatból mértük be, majd 15 percig a 
küvettában el termosztáltuk. Az adatok három-négy mérés átlagát reprezentálják. 
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Az id görbéket globális illesztéssel, a DynaFit program segítségével értékeltük 
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Ahol E az enzim, S a szubsztrát, P a termék. 








A protonleltár görbékhez történ  modellillesztéshez a GraFit 3.3 szoftvert 
használtuk (Leatherbarrow, 1992). 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉSÜK
4.1. A rekombináns fehérjék expressziója és tisztítása 
A mutagenezist megel z en a SWISS-MODEL szoftver (Schwede és mtsai, 
2003) által automatikusan generált szerkezeti modellek segítségével ellen riztük, hogy 
az egyes mutációk a molekula szerkezetét nem torzítják, a bevitt oldalláncok más 
szerkezeti elemekkel nem ütköznek. Valamennyi tripszinogént E. coli sejtekben 
expresszáltuk, a vadtípusú patkány tripszin 2-t natív formában a sejtek periplazmájába, 
míg a patkány tripszin 2 G193F és G193Y mutánsait, a humán tripszin 1 vadtípusú, 
G193R, G193F és G193Y formáit, valamint a humán tripszin 4 vadtípusú3, R193G, 
R193F, R193Y, R193A, R193G/G19A, R193G/G142A, R184A és S195A formáit a 
BL21(DE3)pLysS törzsben zárványtestek formájában termeltük, majd in vitro
körülmények között renaturáltuk. A tripszinogéneket enterokinázzal aktiváltuk, majd 
affinitás kromatográfiával STI oszlopon tisztítottuk. 
4.2. A 193-as pozícióban szubsztituált tripszinek kinetikai vizsgálata 
4.2.1. Aktivitás kisméret , szintetikus szubsztráton 
A vadtípusú, valamint a 193-as pozícióban fenilalaninnal vagy tirozinnal 
szubsztituált humán tripszin 4 és 1, illetve patkány tripszin 2 aktivitását a Z-Gly-Pro-
Arg p-nitroanilid tripeptid amid szubsztráton vizsgáltuk (3. táblázat). Az Arg193-at 
tartalmazó humán tripszin 4-gyel ellentétben mindkét másik tripszin a konzervált glicint 
tartalmazza ebben a pozícióban. Mivel a Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztrát nem 
tartalmaz P’ csoportokat, az S2’ glicin helyettesítése nagyméret  aminosavakkal 
feltehet en nem befolyásolja a szubsztrátkötést, vagyis ily módon a mutációknak a 
szubsztrát hidrolízis kémiai lépéseire gyakorolt hatásáról nyerhetünk információt. 
Eredményeink azt mutatják, hogy a Gly193 nagyméret  aminosavakkal történ
helyettesítése hatására kismértékben megn  mind a kcat, mind a KM értéke, így 
összességében a katalitikus hatékonyság (kcat/KM) változatlan marad. Egy háromlépéses 
reakciómechanizmust feltételezve, melyben a reverzíbilis szubsztrátkötési lépést két 
irreverzíbilis lépés, az acilezés, illetve a dezacilezés követi, valószín síthetjük, hogy a 
                                                
3 A vadtípusú humán tripszin 4 a 193-as pozícióban arginint tartalmaz, így az R193G forma mutáns. Az 
evolúciósan si és elterjedt aminosav azonban a glicin a 193-as helyen. Így méréseink során az R193G 
variánst választottuk viszonyítási alapul szolgáló referencia formának. 
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 (Fersht, 1985) és feltételezzük, hogy a KS nem változik jelent sen. Így, ha 
k3 n , mind a KM, mind a kcat értéke n . 
  kcat (s-1) KM (μM) kcat/KM (M-1s-1) 
Vt (193R) 3,3 ×102 51 6,5 × 106
R193F 1,9 ×102 29 6,7 × 106Humán tripszin 4 
R193Y 1,5 ×102 23 6,6 × 106
Vt (193G) 83 22 3,8 × 106
G193F 1,9 ×102 42 4,4 × 106Humán tripszin 1 
G193Y 1,2 ×102 35 3,6 × 106
Vt (193G) 70 9,2 7,7 × 106
G193F 2,2 ×102 26 8,3 × 106Patkány tripszin 2 
G193Y 2,3 ×102 45 5,2 × 106
3. Táblázat A 193-as pozícióban szubsztituált tripszinek kinetikai paraméterei Z-Gly-Pro-Arg p-
nitroanilid szubsztráton. A méréseket 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X (pH 
8,0) pufferben 37 ºC-on végeztük.  
4.2.2. Inhibíciós vizsgálatok 
A 193-as pozícióban különböz  aminosavakat tartalmazó tripszinek kinetikai 
viselkedését különböz  inhibitorokkal szemben is jellemeztük: méréseinkhez egyrészt 
kisméret , szintetikus, másrészt fehérjetermészet  inhibitorokat választottunk. A két 
kisméret , szintetikus inhibitor — a Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráthoz 
hasonlóan — nem tartalmazott P’ csoportokat. A benzamidin P1 analóg, amidin 
csoportja a szubsztrátköt  zseb alján lév  Asp189-cel képez sóhidat. A másik 
szintetikus inhibitor, a D-MePhe-Pro-Arg-aldehid kiterjedtebb kapcsolatot hoz létre az 
enzimmel, bár szintén csak P csoportokkal rendelkezik. Az aldehidek esetében a 
reverzíbilis köt dést egy kémiai lépés követi, melynek során az inhibitor a katalitikus 
Ser195 hidroxil csoportjával félacetált képez (Bajusz és mtsai, 1978). Eredményeink 
alapján látható, hogy — bár a tripeptid aldehid mintegy három nagyságrenddel jobb 
inhibitor, mint a benzamidin — az inhibíciós konstans nem mutat jelent s eltérést a 
különböz  enzimvariánsok esetében (4. táblázat). A gátlási kísérletek eredményei tehát 
meger sítik azt a korábbi feltételezésünket, hogy a Gly193 szubsztitúciója csak P 
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csoportokkal rendelkez  partnerek — legyenek akár szubsztrátok, akár inhibitorok — 
köt désére nincs jelent s hatással. 
  KI (M)
  BA D-MeFPR-aldehid 
Vt (193R) 3,1 ×10-5 7,1 ×10-9
R193F 4,7 ×10-5 1,8 ×10-8Humán tripszin 4 
R193Y 3,2 ×10-5 6,1 ×10-9
Vt (193G) 3,9 ×10-5 5,1 ×10-9
G193F 6,6 ×10-5 1,7 ×10-8Humán tripszin 1 
G193Y 4,3 ×10-5 1,8 ×10-8
Vt (193G) 2,3 ×10-5 8,1 ×10-9
G193F 4,1 ×10-5 2,4 ×10-8Patkány tripszin 2 
G193Y 2,9 ×10-5 6,4 ×10-9
4. Táblázat Kisméret  szintetikus inhibitorok inhibíciós konstansai a 193-as pozícióban 
szubsztituált tripszineken. A méréseket 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X 
(pH 8,0) pufferben 37 ºC-on végeztük. 
További vizsgálatainkhoz három Kunitz típusú fehérje inhibitort választottunk: a 
szója tripszin inhibitort (STI), a szarvasmarha pankreatikus tripszin inhibitort (BPTI) és 
az Alzheimer prekurzor protein inhibitor doménjét (APPI). Tekintve, hogy az 
inhibitorok szubsztrátként lépnek kölcsönhatásba az enzimmel, a gátlási kísérletek a 
természetes fehérje szubsztrátokkal való reakciót is jól modellezik. Jól látható, hogy a 
két, a 193-as pozícióban glicint tartalmazó formát ezek az inhibitorok legalább három 
nagyságrenddel jobban gátolják, mint az arginint, fenilalanint vagy tirozint 
tartalmazókat (5. táblázat). Feltételezhet , hogy az inhibitor köt dését a P2’ 
aminosavnak a nagyméret  S2’ aminosavval való ütközése gátolja (a P2’ aminosav az 
STI és a BPTI esetében arginin, az APPI-ben metionin). Eredményeinket a vadtípusú 
humán tripszin 4 BPTI-vel alkotott komplexének kristályszerkezete is meger síti, mely 
megmutatta, hogy az enzim-inhibitor komplex kialakulásához számos kisebb 
konformációs változásnak kell történni az enzim szerkezetében (Radisky és mtsai, 
2006). 
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  KI (M)
  STI BPTI APPI 
Vt (193R) 5,0 ×10-7 1,3 ×10-6 1,8 ×10-7
R193F 1,2 ×10-5 2,1 ×10-4 5,2 ×10-5Humán tripszin 4 
R193Y 1,9 ×10-5 2,0 ×10-4 4,3 ×10-5
Vt (193G) <10-10 <10-10 <10-10
G193F 1,2 ×10-6 2,0 ×10-5 5,5 ×10-5Humán tripszin 1 
G193Y 5,0 ×10-6 2,5 ×10-5 2,7 ×10-4
Vt (193G) <10-10 <10-10 <10-10
G193F 3,6 ×10-6 4,4 ×10-6 2,2 ×10-5Patkány tripszin 2 
G193Y 3,6 ×10-6 6,4 ×10-6 1,2 ×10-5
5. Táblázat Fehérjetermészet  inhibitorok inhibíciós konstansai a 193-as pozícióban szubsztituált 
tripszineken. A méréseket 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X (pH 8,0) 
pufferben 37 ºC-on végeztük.
4.2.3. Aktivitás fehérje szubsztráton: kimotripszinogén aktiváció 
A 193-as pozícióban szubsztituált tripszinek aktivitását természetes fehérje 
szubsztráton is megvizsgáltuk. A pankreatikus tripszinek egyik f  funkciója — a 
táplálék emésztésén kívül — más pankreatikus proenzimek limitált proteolízissel 
történ  aktivációja. A humán tripszin 4 azonban kivételt képez, mivel nem aktiválja sem 
a kimotripszinogént (Rinderknecht és mtsai, 1984), sem a humán tripszin 1-et és 2-t 
(Szilágyi és mtsai, 2001), valamint feltehet en más pankreatikus proenzimeket sem. 
Megvizsgáltuk a humán tripszin 1 193-as glicinjének fenilalaninra, illetve 
tirozinra történ  cseréjének hatását a kimotripszin aktiváció képességére limitált 
proteolitikus körülmények között (a tripszin és kimotripszinogén moláris aránya 1:10). 
Eredményeink azt mutatják, hogy a Phe193, illetve Tyr193-at tartalmazó formák — a 
humán tripszin 4–hez hasonlóan — nem képesek a kimotripszinogén aktivációjára (7. 
ábra). Ezek az eredmények a fehérjetermészet  inhibitorokon mutatott rezisztenciával 
összhangban arra utalnak, hogy fehérje partnerekkel történ  kölcsönhatások esetében a 
sztérikus ütközés gátolja a partner megköt dését az enzim felületén. 
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7. ábra A vadtípusú humán tripszin 1 (fekete), és vadtípusú humán tripszin 4 (vörös), valamint a 
humán tripszin 1 R193F (kék) és R193Y (zöld) mutánsainak kimotripszinogén aktivációja. A 
reakcióelegyek 100 nM kimotripszinogént és 10 nM tripszint tartalmaztak 50 mM Tricin, 0,1 M NaCl, 
10 mM CaCl2, 0,005% Triton-X (pH 8,0) pufferben. A reakcióelegyeket 37 ºC-on inkubáltuk 30 percig, 
miközben 5 percenként 10 l térfogatú mintákat vettünk. A minták kimotripszin aktivitását 100 M Suc-
Ala-Pro-Phe p-nitroanilid szubsztráton 37 ºC-on mértük. 
4.2.4. Megbeszélés 
Összefoglalva tehát elmondhatjuk, hogy a 193-as pozícióban nagyméret
aminosavat tartalmazó tripszinek viselkedése igen hasonló. A szubsztitúció hatását 
többféle környezetben is megvizsgáltuk (humán tripszin 4 és 1, valamint patkány 
tripszin 2), és azt tapasztaltuk, hogy a globális szekvencia különbségek nem okoznak 
lényeges különbséget az egyes variánsok viselkedésében. Feltételezhet , hogy a tirozin 
és fenilalanin mutánsok esetében a 193-as aminosav oldalláncának konformációja is 
igen hasonló az argininéhez: a humán tripszin 4 Arg193 oldalláncát a Tyr151 és His40 
oldalláncaival való kölcsönhatás stabilizálja (Katona és mtsai, 2002), az aromás 
fenilalanin és tirozin oldalláncok esetében is elképzelhet  egy hasonló kölcsönhatás. 
Eredményeink arra utalnak, hogy a humán tripszin 4 sajátos viselkedésének 
kialakításában els sorban az arginin oldallánc mérete játszik szerepet. A humán tripszin 
4 felszíni elektrosztatikus potenciáljának elemzése megmutatta, hogy szokatlanul 
nagymennyiség  pozitív töltés csoportosul az S1 zseb környezetében (Katona és mtsai, 
2002), ami szerepet játszhat a partnerekhez való köt désben, különösen Kunitz-, illetve 
Kazal típusú inhibitorok esetében, mivel ezek a P2 pozícióban gyakran pozitív töltés
aminosavat, arginint vagy lizint tartalmaznak. A 193-as pozíció nagyméret , ám 
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töltéssel nem rendelkez  aminosavakkal való szubsztitúciója azonban az Arg193-at 
tartalmazó formával gyakorlatilag megegyez  viselkedést eredményezett. 
4.3. A vadtípusú humán tripszin 4 és R193G mutánsa katalitikus 
ciklusának jellemzése 4-metilumbelliferil 4-guanidinobenzoát (MUGB) 
szubsztrát analógon 
4.3.1. El zetes ismereteink 
Egy enzimreakció mechanizmusa akkor tekinthet  megoldottnak, ha az enzim 
valamennyi konformációs állapotát jellemeztük, és az egymásba történ  átalakulásuk 
sebességi állandóit meghatároztuk (Fersht, 1985). Az egyensúlyi kinetikai mérések — 
melyek során csupán a termékek megjelenésének vagy a kiindulási anyagok fogyásának 
sebességét mérjük — rendszerint csak kétféle kinetikai adatot szolgáltatnak: a KM
értéket, amely esetenként megegyezik az enzim-szubsztrát komplex disszociációs 
állandójával, másrészt a kcat értéket, amely bizonyos esetekben egy elemi sebességi 
állandó, más esetekben azonban számos lépés sebességi állandójából tev dik össze. 
Bizonyos esetekben egyensúlyi kinetikai mérésekkel is lehetséges köztitermékek 
kimutatása vagy akár elemi sebességi állandók meghatározása — a tripszin esetében 
például amid és észter szubsztrát párok felhasználásával (Hedstrom és mtsai, 1992) — 
de ezek a módszerek nem alkalmazhatók általánosan és függenek a mechanisztikus 
interpretációtól. A tranziens kinetikai mérések során azonban közvetlenül megfigyeljük 
az intermediereket, illetve meghatározzuk keletkezésük és fogyásuk sebességét. Ily 
módon a tranziens kinetikai mérések közvetlen bizonyítékot szolgáltatnak a 
reakciómechanizmusról. Mivel a kcat értékek 1 és 107 s-1 közé esnek, a méréseket az 1-
t l 10-7 s-ig terjed  id skálán kell végezni. Erre alkalmasak a gyorskeveréses technikák, 
mint az általunk is alkalmazott megállított áramlásos módszer (Roughton, 1934; 
Chance, 1940). 
Méréseinkhez a MUGB szubsztrát analógot választottuk, melyet elterjedten 
alkalmaznak tripszin és más hasonló specificitású szerin proteázok aktívhely 
titrálásához (Jameson és mtsai, 1973). Az észterkötést tartalmazó szubsztrát analóg 
fluoreszcenciája alacsony, a távozó csoport szolgáltatja a fluoreszcens jelet. A reakció 
tehát spektrofluorimetriásan követhet , ezáltal lehet vé téve alacsony enzim- és 
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szubsztrátkoncentrációk alkalmazását. El zetes ismereteink alapján a következ
mechanizmussal írhattuk le a reakciót: 
1 32
1
*E S E S E P2 P1 E P2k kk
k−
+ ⎯⎯→ − + ⎯⎯→ +
1. séma A MUGB hidrolízis mechanizmusa el zetes ismereteink alapján. E, szabad enzim; S, 
szubsztrát (MUGB); E⋅S, Michaelis komplex; P1 és P2, els  (4-metilumbelliferon) és második termék 
(guanidinobenzoát); a fluoreszcens specieszt csillag jelöli. 
Lévén, hogy aktívhely titráló reagensr l van szó, ismert volt továbbá az is, hogy 
az acilezés sebességi állandója sokkal nagyobb, mint a dezacilezési lépésé, és az enzim 
megreked az acil-enzim állapotban ( 2 3 0k k ≈ ) (Bender és mtsai, 1966). Mivel a 
reakció utolsó lépése a sebességmeghatározó, egy gyors exponenciális fázist kapunk az 
els  enzimatikus ciklus során, ami lehet vé teszi számunkra az egyes lépésekhez tartozó 
elemi sebességi állandók meghatározását. 
4.3.2. A gyorskinetikai mérések eredményei 
A vadtípusú és az R193G mutáns humán tripszin 4 MUGB szubszrát analóggal 
történ  reakciója pszeudo-els rend  körülmények között egy gyors exponenciális és 
egy lassú lineáris fázissal írható le (8. ábra). Az exponenciális fázis egy gyors és egy 
lassú komponensre bontható. 
Mindkét exponenciális fázis megfigyelt sebességi állandója hiperbolikus függést 
mutatott a szubsztrátkoncentráció függvényében (9. ábra). A vadtípusú humán tripszin 4 
esetében a gyors fázis megfigyelt sebességi állandójának maximuma 10,0 ± 0,4 s-1
értéknél volt, féltelítése megközelít leg 150 μM-nál, ezzel szemben az R193G mutáns 
esetében a gyors fázis megfigyelt sebességi állandójának maximuma 24 ± 1 s-1 értéknél 
volt, féltelítése 58 μM-nál. A gyors fázis szubsztráttelítési görbéjének kezdeti 
szakaszához húzott érint  meredeksége 0,0680 ± 0,0004 μM-1s-1 volt a vadtípusú enzim, 
illetve 0,38 ± 0,02 μM-1s-1 az R193G mutáns esetében. A lassú fázis maximális értéke 
0,42 ± 0,03 s-1 volt a vadtípusú enzimre, míg 1,4 ± 0,3 s-1 az R193G mutánsra. A 
féltelítési értékek mindkét esetben jóval alacsonyabbak voltak a gyors fázishoz 
viszonyítva. A vadtípusú enzim esetében a gyors fázis amplitúdója a vadtípusú humán 
tripszin 4 esetében növekv  hiperbolikus függést mutatott a szubsztrátkoncentrációtól, 
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míg a lassú fázisé csökken  hiperbolikus függést. Az R193G mutáns esetében mindkét 
fázis amplitúdója konstans volt a vizsgált szubsztrátkoncentráció tartományban. Telítési 
szubsztrátkoncentrációnál azonban mindkét enzimvariáns esetében a gyors fázis 
dominált: a vadtípusú tripszin esetében a gyors fázis teszi ki az összes jelváltozás 
mintegy 95%-át, az R193G mutánsra 85%-át. 
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8. ábra Vadtípusú humán tripszin 4 és R193G mutánsa id görbéi MUGB-vel normál (A), illetve 
logaritmikus id skálán (B,C). 0,1 M vadtípusú (az A panelen vörös szín jelöli, illetve B panel), illetve 
R193G (az A panelen fekete szín jelöli, illetve C panel) enzimet 15 M MUGB szubsztrát analóggal 
reagáltattunk 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2 (pH 8.0) pufferben 20 °C-on. A 4-metilumbelliferon termék 
fluoreszcenciáját 365 nm-en gerjesztettük és 420 nm felett detektáltuk. B,C A jobb láthatóság kedvéért a 
görbékb l a lineáris szakasz meredekségét levontuk. Az ábra a mérési pontokhoz illesztett egy (piros), 
valamint kett s (kék) exponenciális görbéket is bemutatja. 
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9. ábra Vadtípusú humán tripszin 4 és R193G mutánsa szubsztrát telítése 0,94-500 M MUGB 
koncentráció tartományban. Az id görbékhez kett s exponenciális és lineáris fázisokat tartalmazó 
görbéket illesztettünk. A gyors ( ) és a lassú ( ) fázis megfigyelt sebességi állandójának 
szubsztrátkoncentráció függése a vadtípusú enzim (A) és az R193G mutáns (B) esetében, valamint a 
gyors ( ) és a lassú ( ) fázis amplitúdójának szubsztrátkoncentráció függése a vadtípusú enzimre (C). 
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4.3.3. A reakciót leíró modell 
Mivel a hiperbolikus szubsztráttelítési görbe arra utal, hogy egy reverzíbilis 
lépést egy további lépés követ, arra következtethetünk, hogy a MUGB hidrolízisét két 
lépésre bonthatjuk: a reverzíbilis szubsztrátkötést egy reverzíbilis, illetve még egy lépés 
követi. A fluoreszcens jel az els  vagy a második reakciólépés során keletkezik, hiszen 
különben nem bomlana két fázisra az id görbék exponenciális szakasza. Tehát a 
következ  négylépéses modellt javasoltuk a reakciómechanizmus leírására: 
1 2 3 4
1 2
* *E S E S E S E P2 P1 E P2k k k k
k k− −
+ − ⎯⎯→ − + ⎯⎯→ +
2. séma A MUGB reakció sémája megállított áramlásos kísérleteink alapján. E, szabad enzim; S, 
szubsztrát (MUGB); E⋅S, Michaelis komplex; E-S, kovalens enzim-szubsztrát komplex; P1 és P2, els  (4-
metilumbelliferon) és második termék (guanidinobenzoát); a fluoreszcens specieszeket csillag jelöli. 
Hogy a felállított modell érvényességét ellen rizzük, megvizsgáltuk, hogy a 
fluoreszcens szignál valóban a kovalens komplex kialakulásakor keletkezik, vagy már 
hamarabb, a szubsztrátkötés során. Kísérleteinket elvégeztük a S195A mutáns humán 
tripszin 4-en is, melyben a katalitikus szerint alaninra cseréltük, így ez az enzim képes 
megkötni a szubsztrátot, de nem képes hidrolízisre (Ryan és mtsai, 1976; Vajda és 
Náray-Szabó, 1988). Mikor a S195A mutáns enzimet reagáltattuk MUGB szubsztráttal, 
nem észleltünk fluoreszcencia jelváltozást, vagyis arra következtethetünk, hogy a 
fluoreszcens jel nem a szubsztrátkötés során keletkezik. 
Ha a jel keletkezését megel zi egy további lépés, azt várnánk, hogy az 
id görbék kezdeti szakaszán egy lag-fázis található. Kísérleteik során azonban nem 
tapasztaltuk lag-fázis megjelenését. Ezt megmagyarázza az a feltételezés, hogy a teljes 
fluoreszcencia intenzitás igen kis hányada, mintegy 5%-a már a szubsztrátkötés hatására 
megjelenik, így elfedve a lag-fázist. Hipotézisünket a Berkeley Madonna szoftverrel 
végzett szimulációk is meger sítették. 
Elvileg kétféle módon is el állhatna a két exponenciális fázis. Az els  szerint a 
jel kialakulása megoszlik két populáció között, vagyis a 4-metilumbelliferon 
fluoreszcenciája az enzimr l történ  disszociáció hatására megn : 
1 2 3
1 2
* **E S E S E S E P2 P1k k k
k k− −
+ − ⎯⎯→ − +
Azonban abban az esetben is két fázist kapunk, ha a jel egy gyors egyensúlyi 
lépés során keletkezik, melyet egy lassabb irreverzíbilis lépés követ (k-2 k3). Ilyenkor 
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gyorsan kialakul az egyensúly — jelen esetben a kovalens enzim-szubsztrát komplex 
keletkezésér l van szó —, amely a gyors fázis amplitúdóját adja. A továbbiakban 
azonban a következ  lépés mintegy elszívja a jelet szolgáltató populációt, így az újra 
keletkezik a kiindulási anyagokból, ami a lassú fázis amplitúdóját adja: 
1 2 3
1 2
* *E S E S E S E P2 P1k k k
k k− −
+ − ⎯⎯→ − +
Ez utóbbi mechanizmus támasztja alá, hogy a szubsztrátkoncentráció 
növelésével a gyors fázis relatív amplitúdója n , míg a lassú fázisé csökken, ugyanis a 
jel kialakulását megel z  egyensúly egyre inkább jobbra tolódik, vagyis a jel egyre 
nagyobb hányada keletkezik az egyensúly kialakulása során. 
A két exponenciális fázis arányát telítési szubsztrátkoncentráció mellett tehát a 
jelet szolgáltató második lépés egyensúlyi állandója határozza meg. Így ezt az 







A második reakciólépés egy els rend  reverzíbilis reakció, így megfigyelt 
sebességi állandója telítési szubsztrátkoncentráció mellett a termékképz dés irányába, 
illetve a termék visszaalakulás irányába mutató sebességi állandók összege: 
obsgyors 2 2−= +k k k
Az egyensúlyi állandó a termékképz dés irányába, illetve a termék 














A harmadik reakciólépés termékképz dés irányába mutató sebességi 








Ha a második lépés esetében az egyensúly er sen el van tolva jobbra (k2 k-2),  




 hányados értéke 1-hez tart. Tehát k3 = kobs lassú, vagyis az 
el egyensúly nem limitál. Abban az esetben azonban, ha a második lépésben az 
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 < 1, így nem hanyagolhatjuk el a számolás során, és 
k3 < kobs lassú. Ezzel ellentétben a második lépés jellemzésekor az azt megel z
egyensúlyi lépést — a szubsztrátkötést — nem kell figyelembe venni, mivel a MUGB 
megkötése er sen jobbra van tolva. 
A harmadik reakciólépés gyakorlatilag irreverzíbilis, egyrészt mivel a reakció 
kezdeti szakaszát vizsgáljuk, tehát a termékek mennyisége sokkal kisebb, mint a 
szubsztráté, másrészt az egyik termék disszociál az enzim felületér l. Így k-3 = 0. 
A szubsztrátkötési lépés disszociációs állandóját a gyors fázis megfigyelt 
sebességi állandója szubsztráttelítési görbéjének kezdeti szakaszához húzott érint





Az id görbék lineáris, egyensúlyi szakaszát a lassú dezacilezés eredményezi, így 
a dezacilezés sebességi állandóját a lineáris fázis meredekségéb l számolhatjuk. A 
dezacilezés sebessége a lineáris szakasz meredeksége, ezt elosztva az enzim-termék2 
(guanidinobenzoil tripszin) komplex koncentrációjával megkapjuk a sebességi állandót. 
Nagy szubsztrátfelesleg esetén gyakorlatilag az összes enzim komplexbe kerül, így 
annak koncentrációja megegyezik a bemérési enzimkoncentrációval. Feltételezhetjük, 
hogy egy reakcióciklus során annyi termék keletkezik, mint a bemérési 
enzimkoncentráció, mivel egyrészt az enzim felszabadulása sokkal lassabb, mint a 
megel z  reakciólépések, másrészt a termék visszaköt dése elhanyagolható, hiszen a 
reakció kezdeti fázisát vizsgáljuk, így alacsony a termékkoncentráció. Így a két 
exponenciális fázis amplitúdójának összege megfelel a bemért enzim mennyiségének. A 









4.3.4. A vadtípusú és az R193G mutáns humán tripszin 4 katalitikus ciklusának 
összehasonlítása 
Tranziens kinetikai kísérleteink célja az volt, hogy megállapítsuk, mely 
reakciólépéseket hogyan érinti a Gly193 argininnel való szubsztitúciója. 
Eredményeinket a 6. táblázat foglalja össze. A MUGB esetében a szubsztrátkötést nem 
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befolyásolja jelent sen a mutáció: a vadtípusú enzim disszociációs állandója mindössze 
2,5-szer nagyobb, mint az R193G formáé (Kd vt (193R) = 136 ± 1 μM, 
Kd R193G = 54 ± 7 μM), így energetikailag gyakorlatilag nincs különbség a két enzim 
között (ΔG°vt (193R) = -11,9 kJmol-1, ΔG°R193G = -9,7 kJmol-1 293 K-en). A kovalens 
enzim-szubsztrát komplex kialakulása mindkét enzimvariáns esetében reverzíbilis 
folyamat. A termékképz dés irányába mutató sebességi állandó a vadtípusú enzimre 
megközelít leg fele az R193G mutánsénak (k2 vt (193R) = 9,19 ± 0,01 s-1, 
k2 R193G = 20 ± 1 s-1), míg a visszafelé mutató sebességi állandó mintegy 25%-a 
(k-2 vt (193R) = 0,81 ± 0,05 s-1, k-2 R193G = 3,56 ± 0,01 s-1). Összességében tehát a vadtípusú 
enzim esetében a második lépés egyensúlya nagyobb mértékben eltolódott a 
termékképz dés irányába, mint a 193-as glicint tartalmazó referencia forma esetében 
(K2 vt (193R) = 11,4 ± 0,7, K2 R193G = 5,7 ± 0,4). A következ  lépés közel négyszer lassabb 
a vadtípusú enzim esetében, mint az R193G mutánsra (k3 vt (193R) = 0,46 ± 0,02 s-1, 
k3 R193G = 1,7 ± 0,3 s-1). Végül mindkét enzimvariáns esetében disszociál a 
guanidinobenzoil-tripszin komplex, azonban a vadtípusú enzimben ez a lépés mintegy 
hatszor gyorsabban történik, mint a 193-as glicint tartalmazó forma esetében 
(k4 vt (193R) = (1,9 ± 0,5) × 10-3 s-1, k4 R193G = (3 ± 3) × 10-4 s-1). 
 vt (193R) R193G 
k2 (s-1) 9,19 ± 0,01 20 ± 1 
k-2 (s-1) 0,81 ± 0,05 3,56 ± 0,01 
k3 (s-1) 0,46 ± 0,02 1,7 ± 0,3 
k4 (s-1) (1,9 ± 0,5) × 10-3 (3 ± 3) × 10-4
Kd (μM) 136 ± 1 54 ± 7 
K2 11,4 ± 0,7 5,7 ± 0,4 
6. Táblázat A vadtípusú humán tripszin 4 és R193G mutánsa elemi sebességi állandói, valamint a 
szubsztrátkötés disszociációs állandója és a második reakciólépés egyensúlyi állandója.  
4.3.5. Megbeszélés 
Tranziens kinetikai méréseink alapján egy részletesebb reakciósémát állítottunk 
fel a korábbiakhoz képest a humán tripszin 4 MUGB hidrolízise leírására. Korábbi 
tanulmányokban különböz  szerin proteázok MUGB-vel való reakcióját vizsgálták 
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egyensúlyi, illetve nem egyensúlyi kinetikai módszerekkel, és megállapították, hogy a 
reakcióciklus a reverzíbilis szubsztrátkötésb l, illetve két ezt követ  irreverzíbilis 
lépésb l, az acilezésb l és a dezacilezésb l áll (Urano és mtsai, 1988; Payne és mtsai, 
1996). Gyorskeveréses technikák alkalmazása lehet vé tette az id görbék jobb 
felbontású analízisét, így felismerték, hogy az exponenciális szakasz két fázisra 
bontható (Ryan és mtsai, 1976; Vajda és Náray-Szabó, 1988). Ezt a jelenséget a 
szarvasmarha tripszin és a humán trombin esetében is leírták 4-nitrofenil 4-
guanidinobenzoát szubsztrát analógon. Ez utóbbi ugyan eltér  távozó csoportot 
tartalmaz, reaktív csoportja megegyezik az általunk alkalmazott MUGB-vel. A 
jelenséget részleteiben azonban nem vizsgálták. 
Eredményeink alapján a korábban „acilezés”-ként összefoglalt folyamatot két 
lépésre bontottuk, melyek közül az els  reverzíbilis, a második irreverzíbilis. Mivel a 
MUGB köt dése a katalitikusan inaktív S195A formához nem okozott fluoreszcencia 
jelváltozást, a két esemény a szubsztrátkötés és a dezacilezés között történhet. Így két 
lehet ség adódik a két lépés azonosítására: (1) az els , reverzíbilis lépés az acil-enzim 
kialakulása, míg a második, irreverzíbilis lépés a 4-metilumbelliferon disszociációja az 
enzim felületér l; (2) az els , reverzíbilis lépés a tetraéderes átmeneti állapot 
kialakulása, majd ezt követi az acilezés, ami szorosan kapcsolódik a távozó csoport 
leválásával, így irreverzíbilis lépésként jelentkezik. Mivel tripeptid szubsztrátok, 
melyek távozó csoportja szintén umbelliferon származék, igen jó tripszin szubsztrátok, 
a 4-metilumbelliferon feltehet leg gyorsan disszociál az enzim felületér l, kizárva ezzel 
az els  elképzelést (Kuromizu és mtsai, 1985). Eredményeink alapján tehát a következ
reakciómechanizmust javasoljuk a tripszin MUGB szubsztrát analóggal történ
reakciójának leírására: 
3. séma A humán tripszin 4 reakciómechanizmusa MUGB szubsztrát analógon. A MUGB tripszin 
által katalizált hidrolízisének lépései a következ k: szubsztrátkötés (1. lépés), az els  tetraéderes átmeneti 
állapot kialakulása (2. lépés), a kovalens acil-enzim létrejötte (3. lépés), majd lassú dezacilezés (4. lépés). 
E, enzim; MUGB, 4-metilumbelliferil 4-guanidinobenzoát; GB, 4-guanidinobenzoát; MU, 
4-metilumbelliferon; a fluoreszcens specieszeket csillag jelöli. 
A katalitikus ciklus els  lépése a MUGB reverzíbilis köt dése az enzim 
szubsztrátköt  helyéhez (k1, k-1), így kialakul a fizikai Michaelis-komplex. Ezt követi a 
Ser195 nukleofil támadása a hasadó kötés karbonil C-atomja ellen, minek 
1 2 3a 3b 4
1 2
* * *E MUGB E MUGB E GB MU E GB MU E GB MU E GBk k k k k
k k− −
+ − − ⎯⎯→ − ⎯⎯→ − + ⎯⎯→ +
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következtében reverzíbilis módon létrejön az els  tetraéderes átmeneti állapot (k2, k-2). 
A harmadik lépés az acil-enzim (guanidinobenzoil-tripszin) és az els  termék (4-
metilumbelliferon) kialakulása (k3a), mely szorosan kapcsolt a fluoreszcens csoport 
leválásával (k3b), így irreverzíbilis lépésként jelentkezik. Végül a negyedik lépés a 
dezacilezés (k4), melynek során a második termék (guanidinobenzoát) is hidrolizál az 
enzim felületér l, és felszabadul az enzim, mely beléphet a következ  katalitikus 
ciklusba. 
Eredményeink azt mutatják, hogy a humán tripszin 4-ben a Gly193 argininnel 
való helyettesítése valamennyi reakciólépést érinti, bár különböz  mértékben. 
Legkevésbé a szubsztrátkötésre van hatással a mutáció: a Kd mindössze 2,5-szeresére 
n , vagyis a szubsztrátkötés er sségét nem befolyásolja jelent sen a glicin/arginin 
csere. Ez az adat összhangban áll korábbi kísérleteinkkel, melyek megmutatták, hogy a 
193-as pozícióban glicint tartalmazó humán tripszin 1 és humán tripszin 4 inhibíciós 
állandója benzamidinre — mely szintén egy hasonló szerkezet  molekula — 
gyakorlatilag megegyezik. Az els  tetraéderes átmeneti állapot kialakulása mindkét 
enzimen reverzíbilisnek bizonyult, bár az egyensúlyi állapot eltér : a vadtípusú enzim 
esetében nagyobb mértékben el volt tolódva a termékképz dés irányába 20 °C-on. A 
tetraéderes átmeneti állapot kialakulása mindkét enzimen gyorsabb volt az acilezési 
lépésnél. Eredményeinkkel összhangban mind specifikus oxigén és tioészter 
szubsztrátokkal végzett kinetikai mérések, mind kvantumkémiai számolások azt 
mutatják, hogy a tetraéderes átmeneti állapot kialakulása reverzíbilis módon történik; 
ezen vizsgálatok során azonban a tetraéderes átmeneti állapot kialakulása volt a 
sebességmeghatározó lépés, amit az acil-enzim gyors keletkezése követett (Hiroara és 
mtsai, 1974; Ishida és Kato, 2003). Másfel l viszont szubtilizin variánsok, illetve 
elasztáz és -lítikus proteáz amid szubsztrát hidrolízisét vizsgálva az acil-enzim 
kialakulása bizonyult a sebességmeghatározó lépésnek (Hunkapiller és mtsai, 1976; 
Bott és mtsai, 2003). 
Az általunk tapasztalt alacsony acilezési sebesség oka a használt szubsztrát 
analóg lehet. A guanidinobenzoil-tripszin komplex szerkezete alapján kit nik, hogy az 
acil-enzim kialakulásakor a Ser195 Cβ atomja jelent sen — mintegy 0,7 Å-mel — 
elmozdul a szubsztrátköt  zseb irányába, mivel a guanidinobenzoil csoport körülbelül 
0,5 Å-mel rövidebb, mint a P1 arginin oldallánc (Mangel és mtsai, 1990). Ezt az 
elmozdulást a fehérje szerkezetének sok kisebb deformációja követi, aminek 
következtében egy nagyon stabil acil-enzim komplex alakul ki. Feltételezésünk szerint 
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ezek a szerkezeti változások eredményezik az alacsony acilezési rátát (k3), valamint az 
acil-enzim nagyfokú stabilitását (alacsony k4). Az acilezés kismértékben lassabb a 
vadtípusú enzimen, mint az R193G mutánson, míg a dezacilezés kissé gyorsabb. A 193-
as arginint tartalmazó vadtípusú humán tripszin 4 esetében a két folyamat sebessége 
közti kis különbség nem teszi lehet vé a MUGB-vel történ  aktív hely titrálást, 
ellentétben a 193-as pozícióban konzervált glicint tartalmazó szerin proteázokkal. 
4.4. A humán tripszin 1 és 4 protonleltárának összehasonlító vizsgálata 
4.4.1. Elméleti háttér 
A biológiai és biokémiai folyamatokra hatással van az oldószer prócium oxid 
(H2O) részleges vagy teljes deutérium oxiddal (D2O) történ  helyettesítése (Alvarez és 
Schowen, 1987; Kresge és mtsai, 1987; Fersht, 1999; Quinn és Sutton, 1991). Ezen 
hatások legtöbbje közvetlenül vagy közvetett módon a biokémiai reakciók sebességében 
bekövetkez  változásnak tulajdonítható. A sebességbeli különbségeket általánosan 
elfogadott módon az adott reakció könny - és nehézvízben mért sebességi állandójának 
hányadosaként (
2 2H O D O
/k k ) fejezzük ki. Ez az arány adja meg a kinetikus oldószeres 
(hidrogén) izotóphatást. 
A kísérletileg meghatározott kinetikus oldószeres izotóphatás mértéke 
információval szolgál a vizsgált reakció átmeneti állapotáról. Miután egy kémiai reakció 
sebességi állandóját az aktivációs szabadenergia határozza meg, az izotóphatás 
(kH2O/kD2O) magában foglalja a reakció aktivációs szabadenergiájának különbségét 
könny  és nehéz oldószerben. 
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Fontos, hogy észrevegyük, hogy csak abban az esetben figyelhetünk meg 
izotóphatást, ha az alapállapotból az átmeneti állapotba történ  átmenet során az 
izotópok közti szabadenergia különbség megváltozik. Mivel ez csak abban az esetben 
lehetséges, ha egy az izotóp atom által létesített valamely kötés megváltozik az 
alapállapotból az átmeneti állapotba történ  átmenet során. Így tehát az izotóphatás az 
átmeneti állapot szerkezetér l ad felvilágosítást az izotóp atom(ok) környezetében. 
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A megfigyelt izotóphatás létrehozásához számos különböz  jelenség járul hozzá: 
(1) az oldószer tulajdonságainak megváltozása (2) különbségek az oldószer és az oldott 
anyag közti kölcsönhatásokban (3) az O-L kötések (ahol L valamely hidrogénizotóp) 
nullaponti energiája közti különbség (4) a megváltozott nullaponti energia az oldott 
anyag (kicserélhet ) H atomokkal létesített kötései esetében, amelyek az oldószerrel 
történ  gyors kicserél dés következtében jelöl dnek. Az els  két jelenség a közegben 
bekövetkezett változásokra vezethet  vissza, és transzfer, illetve szolvatációs hatásnak 
nevezhetjük. A két utóbbi jelenség oka kötések megváltozása magukban a reakcióba 
lép  molekulákban. Els dleges hatásról beszélünk, ha a reakció során 
sebességmeghatározó proton (deuteron) átadás történik vagy reagáló vízmolekuláról 
vagy az oldott anyagról. Másodlagos hatásról beszélünk, ha a vízben vagy az oldott 
anyagban lév  kicserélhet  hidrogén részt vesz a reakcióban, de nem adódik át a 
sebességmeghatározó lépés során. Mindezen jelenségek hátterében a következ  okok 
állnak: (1) az izotóp helyettesítés hatása a reakcióba lép  molekulák H (D) atomokkal 
létesített kötései vibrációs frekvenciáira, valamint ezen frekvenciák megváltozására az 
alapállapotból az átmeneti állapotba történ  átmenet során (2) az izotóp helyettesítés 
hatása az oldószer vízmolekulák librációs (gátolt rotációs) frekvenciáira és a 
frekvenciák aktivációkor bekövetkez  változására. 
A teljes megfigyelt kinetikus oldószeres izotóphatás az egyes hatások szorzata: 
2 2
2 2
H O H OH H
D O D D D Oels dleges másodlagosteljes közeg
=
k kk k
k k k k
Az izotóphatás meghatározásához az ún. frakcionálódási faktort (φ) használjuk. 
A frakcionálódási faktor egy hányados, amely megmutatja, hogy az oldott anyag egy 
pontja milyen mértékben részesíti el nyben a deutériumot a próciummal szemben az 
oldószerhez viszonyítva. Ha a frakcionálódási faktor értéke 1-nél nagyobb, akkor a 
deutérium el nyben részesíti az oldott anyag adott pontját az oldószerrel szemben, 
vagyis fel fog ott dúsulni. Ez azt jelzi, hogy a hidrogének er sebben kötöttek az oldott 
anyagban, mint az oldószerben. Hasonlóan, 1-nél kisebb frakcionálódási faktor értékek 
azt jelzik, hogy a prócium az oldott anyag adott helyét részesíti el nyben az oldószerrel 
szemben, illetve, hogy az adott kötés gyengébb, mint az oldószer hidrogénnel alkotott 
kötései. 
Az oldott anyag adott pontjára a kinetikus izotóphatást a reaktáns- és átmeneti 
állapotra vonatkozó frakcionálódási faktorok hányadosa adja meg: 
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Sok kicserélhet  hidrogén pozíció esetén a kinetikus izotóphatást az egyes 










Biológiai molekulák esetében a kicserélhet  helyek száma igen nagy, így 
szükségünk van (1) egy „listára”, amely tartalmazza valamennyi hidrogént, amely 
változást szenved az átmeneti állapotba történ  átmenet során, vagyis amely hozzájárul 
az ered  izotóphatás kialakításához, és (2) valamennyi ilyen hidrogén esetében a hozzá 
tartozó izotóphatás mértékére. Az ilyen listákat protonleltárnak nevezzük. A protonleltár 
mérések könny - és nehézvíz különböz  arányú keverékeiben történnek, és információt 
szolgáltatnak az átmeneti állapot során átadódó hidrogének, illetve másodlagos módon 
megváltozó kötések számáról. 
Számos megfigyelés szerint az oldószeres izotóphatás, k0/kn könny - és nehézvíz 
különböz  arányú keverékeiben nem változik lineárisan n-nel, D atomhányadával a 
keverékben (Gross és mtsai, 1936a; Gross és mtsai, 1936b; Gross és Wischin, 1936; 
Hornel és Butler, 1936; LaMer és Chittum, 1936; Nelson és Butler, 1938; Orr és Butler, 
1937). Ennek a viselkedésnek a magyarázata abban rejlik, hogy nem minden, az 
izotóphatásért felel s, kicserélhet  protonnak ugyanaz az izotóp-összetétele, mint az 
oldószernek, vagyis a frakcionálódási faktoruk nem szükségképpen egységnyi. E 
probléma matematikai megoldására született a Gross–Butler egyenlet, mely megadja 




0 (1 ) / (1 )= − + − +∏ ∏n i j
i j
V V n n n nφ φ
ahol Vn és V0 sebességek vagy sebességi állandók kétkomponens  pufferben, 
illetve vízben; n a deutérium atomfrakciója; RS reaktáns állapot; TS átmeneti állapot; φR
RS frakcionálódási faktor; φT TS frakcionálódási faktor. A frakcionálódási faktor 
lényegében az egyensúlyi izotóphatás reciproka (KD/KH) az oldószer valamint az oldott 
anyag alapállapota, illet leg átmeneti állapota egy adott pontja között történ
kicserél désre. Az egyenlet legáltalánosabban alkalmazott egyszer sítése annak a 
feltételezése, hogy az alapállapotbeli frakcionálódási faktor értéke NH és OH funkciós 
csoportokkal rendelkez  katalitikus aminosavak esetén egységnyi. Így a Gross–Butler 
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egyenlet következ  egyszer sített formáját kapjuk: 
TS
T
0 (1 )n i
i
V V n nφ= − +∏ , ami — a 
Vn/V0 értékét a deutérium atomhányada n függvényében ábrázolva — konkáv görbét 
eredményez. Ezen túlmen en feltételezhetjük, hogy a legtöbb hidrolitikus enzim 
esetében az aktív hely csupán egy vagy két eleme járul hozzá az izotóphatás 
kialakulásához, így a protonleltárt leíró görbe tovább egyszer södik: Vn = V0(1 –
n + nφT), illetve Vn = V0(1 – n + nφT1)(1 – n + nφT2). Ahogy az izotóphatásért felel s 
helyek száma csökken, az exponenciális görbe egyre inkább ellaposodik, míg egyetlen 
proton esetében lineárissá válik. Bizonyos esetekben a protonleltár görbék konkávok, 
ami két, ellentétes hatás egyidej  jelenlétére utal: az egyik normális izotóphatást 
eredményez, a másik fordítottat. Ez az inverz komponens, az ún. oldószerhatás az 
oldószer, illetve a fehérjeszerkezet sok pontján bekövetkez  kismérték  hatás ered je, 
amely összességében azonban igen jelent s lehet. Az oldószer átrendez dést — az 
eredetét l függetlenül — egyetlen exponenciális kifejezésként vehetjük figyelembe a 
legegyszer bb módon: Vn = V0φSn. 
4.4.2. Eredmények 
A protonleltár méréseket humán tripszin 1 és 4 enzimekkel Z-Gly-Pro-Arg p-
nitroanilid szubsztráton végeztük pszeudo-els rend  körülmények között. A 
protonleltár adatok kiértékeléséhez az Enyedy és munkatársa, illetve Zhang és 
munkatársa által kifejlesztett eljárást alkalmaztam (Enyedy és Kovach, 2004; Zhang és 
Kovach, 2005). A Gross—Butler egyenlet különböz  egyszer sített formáihoz a 
legkisebb négyzetek módszere szerinti illesztést alkalmazva megkaphatjuk φTi-t és φRi-t, 
vagyis az izotóphatásokat. A kiértékelés során figyelembe vettük az egyes adatpontok 
standard deviációját, valamint robosztus súlyozást alkalmaztunk, vagyis a többi 
megfigyelés hibahatárán kívül es  adatpontokat figyelmen kívül hagytuk. A humán 
tripszin 1 és 4 katalízisének leírására szóba jöhet  modelleket a 7. táblázatban foglaltuk 
össze. Vn és VH sebesség, illetve látszólagos sebességi állandó, vagyis kcat, kcat/KM vagy 
kobs értékek is behelyettesíthet k. A humán tripszin 1 és a humán tripszin 4 különböz
modellek alapján számolt frakcionálódási faktor értékeit a 8., illetve 9. táblázat mutatja 
be. A mechanizmus leírásához a legjobb statisztikai eredményt, illetve konzisztens 
frakcionálódási faktor értékeket szolgáltató modellt választottuk (10. ábra). 
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Modell Egyenlet 
TS1 Vn = VH(1 – n + nφ1) 
TS1, szolv. Vn = VH(1 – n + nφ1)φSn
2TS1 Vn = VH(1 – n + nφ1)2
2TS1, szolv. Vn = VH(1 – n + nφ1)2φSn
TS1, TS2 Vn = VH(1 – n + nφ1) (1 – n + nφ2) 
TS1, TS2, szolv. Vn = VH(1 – n + nφ1) (1 – n + nφ2)φSn
7. Táblázat A protonleltár adatokhoz történ  görbeillesztésnél alkalmazott modellek. 
φ1 φ2 φS χ2
kcat n/kcat H
TS1 0,32 ± 0,01 –– (1,0) 0,3025 
TS1, szolv. 0,35 ± 0,03 –– 0,91 ± 0,08 0,2941 
2TS1 0,56 ± 0,01 0,56 ± 0,01 (1,0) 0,473 
2TS1, szolv. 0,47 ± 0,03 0,47 ± 0,03 1,4 ± 0,2 0,2389 
TS1, TS2 0,6 ± 24,8 0,6 ± 24,8 (1,0) 0,5518 
TS1, TS2, szolv. 0,5 ± 49,5 0,5 ± 49,5 1,4 ± 0,2 0,2867 
(kcat/KM)n/(kcat/KM)H
TS1 0,43 ± 0,05 –– (1,0) 3,859 
TS1, szolv. 0,18 ± 0,02 –– 2,4 ± 0,2 0,4945 
2TS1 0,67 ± 0,04 0,67 ± 0,04 (1,0) 5,06 
2TS1, szolv. 0,31 ± 0,03 0,31 ± 0,03 4,8 ± 0,8 0,7186 
TS1, TS2 0,22 ± 0,02 2,0 ± 0,2 (1,0) 0,7641 
TS1, TS2, szolv. 0,3 ± 27,2 0,3 ± 27,2 4,7 ± 0,8 0,8609 
8. Táblázat A humán tripszin 1 frakcionálódási faktor értékei különböz  modellek alapján. A 
méréseket 150 M Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráton 20 mM Tris, 1 mM CaCl2 pufferben 25 ºC-
on végeztük. A puffereket Tris-bázis és Tris-HCl ioncserélt vízbe, illetve nehézvízbe megfelel  arányban 
történ  bemérésével állítottuk el . A pH mér r l leolvasott érték a vizes puffer esetében 8,3, a nehézvizes 
puffer esetében 8,6 volt. A hidrogén izotópokat különböz  arányban tartalmazó puffereket a két 
törzsoldatból térfogat alapján történ  keveréssel állítottuk el  a s r ségek figyelembevételével. 
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φ1 φ2 φS χ2
kcat n/kcat H
TS1 0,24 ± 0,05 –– (1,0) 17,46
TS1, szolv. –– –– –– ––
2TS1 0,48 ± 0,03 0,48 ± 0,03 (1,0) 8,517 
2TS1, szolv. –– –– –– –– 
TS1, TS2 0,5 ± 9, 4 0,5 ± 9, 4 (1,0) 9,937 
TS1, TS2, szolv. –– –– –– –– 
(kcat/KM)n/(kcat/KM)H
TS1 0,44 ± 0,05 –– (1,0) 1,832 
TS1, szolv. –– –– –– –– 
2TS1 0,65 ± 0,03 0,65 ± 0,03 (1,0) 1,347 
2TS1, szolv. –– –– –– –– 
TS1, TS2 0,7 ± 83,9 0,7 ± 83,9 (1,0) 1,572 
TS1, TS2, szolv. –– –– –– –– 
9. Táblázat A humán tripszin 4 frakcionálódási faktor értékei különböz  modellek alapján. A 
méréseket 150 M Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráton 20 mM Tris, 1 mM CaCl2 pufferben 25 ºC-
on végeztük. A puffereket Tris-bázis és Tris-HCl ioncserélt vízbe, illetve nehézvízbe megfelel  arányban 
történ  bemérésével állítottuk el . A pH mér r l leolvasott érték a vizes puffer esetében 8,3, a nehézvizes 
puffer esetében 8,6 volt. A hidrogén izotópokat különböz  arányban tartalmazó puffereket a két 
törzsoldatból térfogat alapján történ  keveréssel állítottuk el  a s r ségek figyelembevételével. 
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10. ábra A humán tripszin 1 (A) és a humán tripszin 4 (B) protonleltár görbéi Z-Gly-Pro-Arg p-
nitroanilid szubsztráton. A körök a kcat értékeket jelölik, míg a háromszögek kcat/KM értékeket. A 
vonalak a legjobb illeszkedést adó modellt reprezentálják. 
4.4.3. Megbeszélés 
Humán tripszin 1 és 4 esetében is amid szubsztrátanalógon mind a kcat, mind 
pedig a kcat/KM értékek közepes izotópfüggést mutatnak (DODkcat try1 = 3,0 ± 0,2, 
DOD(kcat/KM) try1 = 2,4 ± 0,2, DODkcat try4 = 4,1 ± 0,2, DOD(kcat/KM) try4 = 2,6 ± 0,3), 
hasonlóan a szarvasmarha tripszinhez és kimotripszinhez, illetve más tripszinszer
szerin proteázokhoz, mely esetekben a kinetikus oldószeres izotóphatás értéke átlagosan 
3 körüli (Bender és Hamilton, 1962; Hunkapiller és mtsai, 1976; Schowen, 1977; 
Alvarez és Schowen, 1987; Schowen és mtsai, 2000; Enyedy és Kovach, 2004). 
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A humán tripszin 1 esetében a kcat izotópfüggését a két azonos proton és 
oldószerhatás modell írja le legjobban (φ1 = φ2 = 0,47 ± 0,03, φS = 1,4 ± 0,2). A 
protonok frakcionálódási faktor értékei jó egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal (φ
értékei 0,5-0,68 között változnak különböz  tripszinszer  szerin proteázokra). Bár az 
esetek többségében oldószerhatást nem figyeltek meg, pl. bizonyos peptid 
szubsztrátanalógok -trombin által katalizált hidrolízise esetén az oldószer-átrendez dés 
hatása jelent s (Enyedy és Kovach, 2004). Általánosságban elmondhatjuk, hogy amid 
szubsztrátok esetében az acilezés a sebességmeghatározó lépés (Zerner és mtsai, 1964). 
Hosszabb, oligopeptid szubsztrátok esetében viszont az acilezés és dezacilezés 
sebessége összevethet  lehet (Hedstrom és mtsai, 1992; Hedstrom, 2002). Bármelyik is 
a sebességmeghatározó lépés jelen esetben, a kapott modell összhangban áll a szerin 
proteázok katalitikus mechanizmusáról alkotott ismereteinkkel, melyek szerint a 
tetraéderes átmeneti állapot kialakulása során két proton játssza a f szerepet. A 
szolvatációs tag az oxianion lyukkal kialakított hidrogénhidak következménye lehet: az 
átmeneti állapot létrejötte során er sebbé váló hidrogénhidas kölcsönhatások inverz 
izotóphatást eredményeznek. Az oxianion lyukkal alkotott hidrogénhidak lehetséges 
szerepe korábban már felmerült az irodalomban (Scholten és mtsai, 1988). A humán 
tripszin 1 kcat/KM értékének izotópfüggése egy konvex görbét eredményez, melyet 
legjobban az egy proton és oldószerhatás modell ír le (φ1 = 0,18 ± 0,02, φS = 2,4 ± 0,2). 
Az, hogy a kcat és a kcat/KM értékek izotópfüggése különböz  modellekhez illeszkedik, 
arra utal, hogy magas, illetve alacsony szubsztrátkoncentrációk mellett más-más lépés a 
sebességmeghatározó. Az evolúciósan fejlett enzimek esetében alacsony 
szubsztrátkoncentráció mellet a reakció gyakran diffúzió kontroll közelében áll, így az 
izotóphatásra érzékeny kémiai lépéseket részben elfedheti a sebességmeghatározó 
szubsztrátkötési lépés. 
A humán tripszin 4 esetében mind a kcat, mind pedig a kcat/KM izotópfüggését a 
két proton modell írja le legmegfelel bben (a kcat esetében φ1 = φ2 = 0,48 ± 0,03, a
kcat/KM esetében φ1 = φ2 = 0,65 ± 0,03). Az oldószerhatás egyértelm en hiányzik, a 
megfelel  görbék nem is illeszthet k az adatpontokra. A kcat esetében a frakcionálódási 
faktorokat a humán tripszin 1 értékeivel összehasonlítva teljes egyezést tapasztalunk, 
ami a katalitikus mechanizmus azonosságára enged következtetni. A 193-as csuklópánt 
glicin szubsztitúciója más aminosavakkal az acilezés sebességének csökkenését, míg a 
dezacilezés sebességének növekedését eredményezi mind MUGB szubsztrát analógon 
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(lásd korábban), mind tripeptid amid szubsztráton (Bobofchak és mtsai, 2005). Így a 
humán tripszin 4 esetében biztosan az acilezés a sebességmeghatározó lépés. Az 
oldószerhatás hiánya az acilezési lépés során az oxianion lyuk torzulására utal a 193-as 
glicin argininnel történt szubsztitúciója következtében. A tetraéderes átmeneti állapottal 
alkotott hidrogénhidas kölcsönhatások lazulása, illetve megsz nése az oldószerhatás 
elmaradását eredményezheti. Az oxianion lyuk torzulását a 193-as glicin szubsztitúciója 
következtében több kísérleti eredmény is alátámasztja. A humán tripszin 4 
röntgenkrisztallográfiás szerkezetében az oxianion lyuk specifikus geometriája 
alapvet en meg rzöttnek t nik, bár megfigyelhet  kisebb torzulás (Katona és mtsai, 
2002). Mivel azonban a kristályszerkezet a benzamidinnel alkotott komplexr l készült, 
nem nyújt betekintést az oxianion lyuk kölcsönhatásaiba. Ismert viszont a trombin 
G193A és G193P mutánsai H-D-Phe-Pro-Arg-CH2Cl inhibitorral komplexált 
formájának atomi szerkezete (Bobofchak és mtsai, 2005). Ezek azt mutatják, hogy az 
alaninnal történ  helyettesítés hatására a 193-as aminosav peptidgerinc N-jének 
hidrogénhidas kölcsönhatásai gyengülnek, míg a prolinnal történ  szubsztitúció a 
kölcsönhatások teljes megsz néséhez vezet, amit a fehérjegerinc további kisebb 
elmozdulása is kísér. 
4.5. Az aktivációs domén csuklópánt glicinjei szerepének vizsgálata 
4.5.1. A mutációk kiválasztása 
Munkánk során az aktivációs domén csuklópánt glicinjeinek a zimogén/aktív 
átalakulásban, illetve a tripszin katalitikus mechanizmusában betöltött szerepét 
vizsgáltuk. Vizsgálatainkhoz a csuklópánt glicineket négy pozícióban (19, 142, 184 és 
193) alaninra cseréltük irányított mutagenezissel, így csökkentve a csukló körüli 
flexibilitást. Egy csuklópozíciót (Gly216) nem vizsgáltunk, mivel ez — az S1 
szubsztrátköt  zseb részeként — közvetlen szerepet is játszik a katalízisben. Craik és 
munkatársai korábban bevitték ezt a mutációt patkány tripszinbe, és azt találták, hogy az 
alaninnal történ  helyettesítés megváltoztatja az enzim specificitását (Craik és mtsai, 
1985). Választásunk azért esett az alaninnal történ  szubsztitúcióra, mert ily módon 
mindössze egyetlen metil csoportot vittünk be az enzimbe. Ezzel minimalizáltuk a 
szerkezet perturbációját, amit az in silico modellezés is meger sített (lásd korábban). 
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4.5.2. A rekombináns fehérjék szerkezetének jellemzése 
A humán tripszinogén 4 mutánsok szerkezetének stabilitását és helyes 
feltekeredését a vadtípusú enzimmel vetettük össze differenciális pásztázó kalorimetria 
és cirkuláris dikroizmus spektroszkópia segítségével. A h denaturációs kísérletek során 
a vadtípusú humán tripszinogén 4 esetében egy kooperatív átmenetet figyeltünk meg, 
melynek látszólagos Tm értéke 64,3 °C (11. ábra). Valamennyi mutáns fehérje a 
vadtípushoz hasonló kooperatív denaturációs görbével és magas olvadásponttal volt 
jellemezhet  (Tm R193G = 63,4 °C, Tm R193A = 64,1 °C, Tm R193G/G19A = 63,4 °C, 
Tm R193G/G142A = 63,8 °C és Tm R193G/G184A = 61,8 °C) (11. ábra). 
11. ábra A humán tripszin 4 zimogén (folytonos fekete vonal) és aktív (szaggatott fekete vonal) 
formáinak, valamint R193G/G142A mutánsa zimogén (folytonos vörös vonal) és aktív (szaggatott 
vörös vonal) formáinak kalorimetriás olvadásgörbéje. Az olvadásgörbéket 2,5 Atm nyomáson 60 °C/h 
f tési sebességgel vettük fel. A minták 0,4 mg/ml fehérjét tartalmaztak 20 mM Na-foszfát (pH 8,0)  
pufferben. 
A távoli-UV (195-250 nm tartomány) CD-spektroszkópiai mérések eredményei 
alapján elmondhatjuk, hogy valamennyi mutáns forma a vadtípusú humán tripszin 4-hez 
hasonló, rendezett másodlagos szerkezettel rendelkezik (12A ábra). A vizsgált humán 
tripszinogén 4 variánsok a tripszinekre általánosan jellemz , jellegzetes távoli CD-
spektrumot mutattak, mely minimuma megközelít en 206 nm. A tripszinek 
spektrumának jellegzetes alakja a magas β-red  tartalomnak, valamint az aromás 
aminosavak és diszulfidhidak nagy számának köszönhet . A mutáns tripszinogének 
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közeli UV (240-310 nm tartomány) CD-spektruma, mely az aromás aminosavak 
környezetének aszimmetriáját jellemzi, a vadtípusú humán tripszinogén 4-hez szintén 
igen hasonló módon egy meglehet sen nagy negatív csúccsal jellemezhet  (12B ábra). 
Adataink tehát azt mutatják, hogy a mutáns tripszinogének harmadlagos szerkezete is 
gyakorlatilag megegyezik a vadtípusú humán tripszinogén 4-ével. 
12. ábra A vadtípusú humán tripszinogén 4 (vörös) és R193G (fekete), R193A (kék), R193G/G19A 
(zöld), R193G/G142A (rózsaszín) és R193G/G184A (türkiz) mutánsai közeli-UV (A) ás távoli-UV 
(B) CD spektruma. A minták a közeli-UV spektrumok esetén 0,4 mg/ml, a távoli-UV spektrumok 
esetében 0,04 mg/ml fehérjét tartalmaztak 20 mM Na-foszfát (pH 8,0) pufferben. A méréseket 20 °C-on 
végeztük. A vizsgált hullámhossz tartománytól, illetve a fehérjekoncentrációtól függ en a fényút hossza 
0,1 cm, illetve 1 cm volt.
76
4.5.3. Limitált proteolízis 
A humán tripszin 4 variánsai aktivációs doménjének konformációját limitált 
proteolízissel vizsgáltuk. Mivel a limitált proteolitikus hasítóhelyek jó korrelációt 
mutatnak a határozatlan elektrondenzitással, illetve a nagy krisztallográfiai h mérsékleti 
faktorokkal, ez a módszer alkalmazható a fehérjék rendezetlen szegmenseinek 
azonosítására (Hubbard, 1998). Az aktivációs domént alkotó peptidszakaszok a 
tripszinogénben nem mutatnak jelent s folytonos elektrondenzitást, valamint 200 Å2-nél 
nagyobb B-faktorral jellemezhet k  (Fehlhammer és mtsai, 1977; Walter és mtsai, 1982) 
(13. ábra). Molekuladinamikai szimulációk is azt mutatták, hogy a zimogén aktivációs 
doménje a molekula többi részéhez viszonyítva nagyobb mobilitással rendelkezik 
(Brünger és mtsai, 1987). Érdekes módon az 1-proteáz inhibitorral komplexben a 
tripszin érzékenysége megn  a limitált proteolitikus hasítással szemben (Kaslik és 
mtsai, 1995). 8-anilin-1-naftalén szulfonsav (ANS) kötési kísérletek eredményeivel 
alátámasztva ez azt mutatja, hogy a tripszin/szerpin komplex kialakulása során az 
aktivációs domén zimogénszer  szerkezetet vesz fel (Kaslik és mtsai, 1997). 
13. ábra A szarvasmarha tripszinogén, illetve tripszin B-faktor eloszlása. A színskálán az alacsony 
h mérsékleti faktor értékeket sötétkék, míg a magas értékeket sárga szín jelöli. A tripszinogén aktivációs 
doménjét alkotó aminosavak jelent sen nagyobb B-faktor értékekkel rendelkeznek, mint a molekula többi 
része. Ezzel szemben az aktív forma valamennyi aminosava kisebb B-faktor értékekkel jellemezhet ; a 
viszonylag nagyobb h mérséklet faktorral rendelkez  aminosavak meglehet sen egyenletesen oszlanak el 
a molekula felszínén. Az ábra az 1TGN és a 2BLV kristályszerkezetek, valamint a PyMol program 
(DeLano Scientific) felhasználásával készült (DeLano, 2002). 
Az aktivációs domén része az autolízis hurok (Gly142-Pro152), amely a legtöbb 
tripszinben tartalmaz egy konzervált autolízis helyet. Ezzel szemben a humán tripszin 4 
esetében az autolízis hurokban nem található lizin, viszont tartalmaz egy fenilalanint. A 
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különböz  tripszinogén és tripszin variánsokat ezért kimotripszines limitált 
proteolízisnek vetettük alá. Az SDS poliakrilamid gélelektroforézis alapján 
elmondhatjuk, hogy mind a zimogének, mind pedig bizonyos aktív formák hasadása 
szelektíven, egyetlen peptidkötés mentén történik. A hasítás eredményeképpen két 
fragmentum keletkezik, amelyek meglehet sen ellenállóak a további hasítással 
szemben. N-terminális aminosav szekvenálással meger sítettük, hogy a kimotripszin 
által bekövetkez  hasítás a Phe147-Gly148 peptidkötésnél történik. 
A limitált proteolízis id beni lefolyását a denzitometriás adatokhoz történ
exponenciális görbeillesztéssel elemeztük (14. és 15. ábra). Valamennyi tripszinogén 
érzékeny volt a kimotripszines hasításra; s t, a hasítás sebessége is összemérhet  volt 
valamennyi esetben (kobs = 0,052-0,17 min-1) (10. táblázat). Az aktivált enzimek 
viselkedése azonban eltért egymástól (10. táblázat). A vadtípusú humán tripszin 4, 
csakúgy, mint az R193G és az R193G/G19A mutánsok, teljesen rezisztensnek bizonyult 
a hasítással szemben (kobs < 0,001 min-1). Az R193A mutáns csekély mértékben 
hasítható volt kimotripszinnel (kobs = 0,003 min-1). Az R193G/G142A és az 
R193G/G184A variánsok nagyfokú érzékenységet mutattak a proteolitikus hasítással 
szemben: a megfigyelt sebességi állandók értéke 0,022 min-1, illet leg 0,011 min-1. 
Eredményeink tehát azt mutatják, hogy az aktivációs domén csuklópontjaiban található 
glicinek helyettesítése nyomán az aktív forma aktivációs doménje is rendezetlenné 
válik. Ez alátámasztja azt az elképzelést, hogy a csuklópontok körüli flexibilitás gátlása 
zimogénszer  állapotot eredményez az aktív enzim esetében is. 
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14. ábra A humán tripszin 4 R193G (A,C) és R193G/G142 (B,D) mutánsai zimogén és aktív 
formáinak limitált proteolízise SDS poliakrilamid gélelektroforézissel követve. A különböz  formák 
limitált proteolízisét szarvasmarha -kimotripszinnel végeztük 10:1 moláris arány mellett 100 mM Tricin, 
10 mM CaCl2 (pH 8,0) pufferben szobah mérsékleten. A molekulasúly marker sávjai 94, 67, 43, 30, 20,1 
és 14,4 kDa molekulatömegnél találhatók.
15. ábra A humán tripszin 4 R193G zimogén ( ) és aktív ( ) formája, valamint az R193G/G142A 
zimogén ( ) és aktív ( ) formája limitált kimotriptikus proteolízisének id függése. A Brilliant Blue 
G-vel festett géleket denzitometria segítségével értékeltük ki. Az így nyert adatpontokhoz exponenciális 
függvényt illesztettünk. 
A teljességgel rezisztens R193G és a proteolízisre legérzékenyebb 
R193G/G142A formák esetében a kísérleteket elvégeztük 1 mM D-MePhe-Pro-Arg-
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aldehid, egy tetraéderes átmeneti állapot analóg, jelenlétében is. Ilyen körülmények 
között megsz nt a két mutáns viselkedése közti különbség: R193G/G142A forma is 
gyakorlatilag rezisztenssé vált a hasítással szemben (kobs R193G < 0,001 min-1, 
kobs R193G/G142A = 0,0018 ± 0,0006 min-1). 
kobs (min-1) 
Tripszinogén Tripszin 
vt (193R) 0,16 ± 0,01 < 0,001 
R193G 0,12 ± 0,02 < 0,001 
R193A 0,17 ± 0,01 0,0017 ± 0,0003 
R193G/G19A 0,14 ± 0,01 < 0,001 
R193G/G142A 0,087 ±0,006 0,022 ± 0,002 
R193G/G184A 0,052 ± 0,005 0,011 ± 0,002 
10. Táblázat A kimotriptikus hasítás megfigyelt sebességi állandói a vadtípusú és különböz  mutáns 
humán tripszin 4 zimogén, illetve aktív formák esetében. 
4.5.4. Az N-terminális kémiai módosítása 
A zimogénszer  konformációt az N-terminális Ile16 és az Asp184 közötti sóhíd 
meggyengülése jellemzi, így az N-terminális primer amin, amely nem illeszkedik 
stabilan az aktivációs zsebbe, könnyebben hozzáférhet  kémiai módosítás számára. 
Tehát a különböz  humán tripszin 4 formákat NaNCO-tal reagáltattuk, amely 
preferenciálisan fehérjék N-terminálisát módosítja (Stark és mtsai, 1960; Plapp és mtsai, 
1971). A karbamiláció sebességét a szabad N-terminális elt nésének Edman-lebontással 
való követésével határoztuk meg. A módosítás ugyanis blokkolja a fehérje N-
terminálisát, így id vel csökken a szekvenálás során kapott jel. Nagyobb karbamilációs 
sebesség a sóhíd destabilizált voltára utal. Mindhárom, a 193-as pozícióban különböz
aminosavat tartalmazó variáns N-terminálisa lassan karbamilálódott: 4 óra elteltével az 
Ile16 75%, 59%, illetve 58%-a módosulatlan formában volt jelen (16A ábra). Ezzel 
szemben az egyéb csuklópozíciókat érint  mutációk esetében a karbamiláció sebessége 
megn tt: az R193G/G184A mutáns esetében 36%, az R193G/G19A esetében 20%, az 
R193G/G142A mutáns esetében mindössze 12% volt a módosulatlan N-terminális 
aránya 4 óra után (16A ábra). A humán tripszin 4 N-terminálisának megfelel  IVGGYT 
peptidet gyantához kapcsolt formában használtuk kontrollként egy teljes mértékben 
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hozzáférhet  N-terminális karbamilációs sebességének meghatározására. Ez esetben az 
Ile16 14% volt módosulatlan formában 4 óra elteltével, tehát az R193G/G19A és 
R193G/G142A mutánsok esetében kapott karbamilációs sebesség összevethet  a szabad 
N-termináliséval (16A ábra). Eredményeink alapján leszögezhetjük, hogy — a 193-as 
hely kivételével — a csuklópozícióban lév  glicinek helyettesítése az N-terminális 
nagymérték  hozzáférhet ségéhez vezet. Ezen mutánsok konformációja tehát aktív 
állapotban is zimogénszer . 
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16. ábra A humán tripszin 4 variánsok N-terminálisának kémiai módosítása NaNCO-tal. A 
reakcióelegyek 10 μM tripszint tartalmaztak 30 mM ammónium-bikarbonát, 10 mM CaCl2 (pH 8,0) 
összetétel  pufferben.  A mintákat 0,5 M NaNCO-tal reagáltattuk szobah mérsékleten, majd 
meghatározott id közönként alikvotokat vettünk, melyekben 5 M hidroxilamin (pH 8,0) hozzáadásával 
állítottuk le a reakciót. Az N-terminális Ile16 szignál csökkenését aminosav szekvenálással követtük. (A) 
A szekvenálható N-terminális relatív mennyisége 0, 1, 2 és 4 óra után  a vadtípusú humán tripszin 4 ( ), 
valamint az R193G ( ), R193A ( ), R193G/G19A ( ), R193G/G142A ( ) és R193G/G184A ( ) 
mutánsok esetében. Az IVGGYT peptidet ( ) egy szabad N-terminálist reprezentáló kontrolként 
használtuk. (B) A szubsztrát analóg D-MePhe-Pro-Arg-aldehid kötés hatása a karbamiláció sebességére: a 
szabad N-terminális arányának id beni változása az R19G mutáns szabad ( ) és inhibitorkötött ( ) 
formája, illetve az R193G/G19A szabad ( ) és inhibitorkötött ( ) formája esetében. 
A limitált proteolízis eredményeihez hasonlóan az N-terminális kémiai 
módosíthatóságában tapasztalt különbségek is megsz ntek 1 mM D-MePhe-Pro-Arg-
aldehid szubsztrát analóg jelenlétében (16B ábra). Míg az inhibitorkötés nem 
befolyásolta számottev en az R193G forma N-terminálisának hozzáférhet ségét (66% 
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maradt módosítatlan formában 4 óra után), az R193G/G19A mutáns esetében jelent sen 
csökkent a N-terminális hozzáférhet sége (56% intakt N-terminális 4 óra után). 
4.5.5. Proflavin kötés 
A limitált proteolízis, illetve a kémiai módosítás eredményei arra utaltak, hogy a 
mutáns enzimek aktív formája is zimogénszer  konformációban található. Az aktív és 
az inaktív, zimogénszer  formák pontos arányát pH 8,0-on proflavin kötéssel határoztuk 
meg gyorskinetikai módszerrel (Fersht és Requena, 1971; Fersht, 1972). A 
tripszin/proflavin komplex kialakulását spektrofotometriásan követtük. A proflavin egy 
akridin festék, amely reverzíbilisen köt dik a tripszin és más szerin proteázok aktív 
helyéhez, ami jelent s abszorbciós spektrum változásokat eredményez (Bernhard és 
Gutfreund, 1965; Conti és mtsai, 1998). A proflavin alkalmas az aktív hely 
integritásának közvetlen vizsgálatára, mivel kizárólag az aktív konformáció S1 
köt zsebéhez köt dik, míg nem köt dik a zimogén formához, ahol az S1 zseb 
rendezetlen szerkezet . 
17. ábra A humán tripszin 4 és mutáns formái proflavin kötése. A 465 nm-en mért abszorbancia 
növekedés az R193G formával összevetve. 40 μM enzimet gyorsan kevertünk 100 μM proflavinnal 
20 mM Tricin pufferben (pH 8,0) 20 °C-on egy megállított áramlásos készülékben. 
83
A humán tripszin 4 variánsainak feleslegben adott proflavinnal való gyors 
keverését követ en egy ≥ 1000 s-1 sebességi állandóval jellemezhet  abszorbancia 
növekedést tapasztaltunk. Az egyes formák esetében kapott abszorbancia változás 
amplitúdóját az R193G mutánsra kapott értékkel vetettük össze (17. ábra), mivel ebben 
az esetben — más, valamennyi csuklópozícióban glicint tartalmazó tripszinekhez 
hasonlóan — feltételezhet en az enzimmolekulák több, mint 99%-a az aktív 
konformációban van (Huber és Bode, 1978; Hedstrom és mtsai, 1996). A vadtípusú 
enzim, valamint az R193A mutáns az R193G formához hasonló mérték  abszorbancia 
változást mutatott (az R193G formával összehasonlítva 98%, illetve 105%). Ezen 
eredmények arra utalnak, hogy a 193-as pozícióban különböz  aminosavat tartalmazó 
variánsok mindegyike 100%-ban az aktív konformációban van jelen. Ezzel ellentétben a 
többi mutáns esetében az abszorbancia változás mértéke jelent sen csökkent. Az 
R193G/G19A és R193G/G184A formák esetében a megfigyelt amplitúdó az R193G 
referenciaértéknek mindössze 18%, illetve 15%-a volt. A legdrasztikusabb hatást az 
R193G/G142A szubsztitúció okozta, mivel ezen mutáns esetében semmiféle 
abszorbancia változás nem volt megfigyelhet . Eredményeink tehát azt mutatják, hogy 
a mutáns tripszinekben az aktív hely szerkezete szubsztrátkötésre nem alkalmas, 
rendezetlen állapotban található. 
4.5.6. Egyensúlyi aktivitás 
A glicin csuklópontok körüli konformációs flexibilitás csökkentésének az 
enzimkatalízisben betöltött szerepét el ször egyensúlyi kinetikai mérésekkel vizsgáltuk. 
Kísérleteinkhez egy jó amid szubsztrátot, a Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilidet használtuk, 
eredményeinket a 11. táblázat foglalja össze. 
84
kcat (s-1) KM ( M) kcat/KM (M-1s-1) Relatív kcat/KM
vt (193R) 88 ± 3 30 ± 3 (3,0 ± 0,3) × 106 1,1 
R193G 54 ± 1 20 ± 2 (2,7 ± 0,2) × 106 1 
R193A 84 ± 2 27 ± 2 (3,1 ± 0,3) × 106 1,2 
R193G/G19A 52 ± 1 79 ± 2 (6,5 ± 0,2) × 105 0,25 
R193G/G142A ≥ 3,9 ± 0,8 ≥ (1,4 ± 0,4) ×104 (2,7 ± 0,9) × 102 1,0 × 10-4
R193G/G184A 29,2 ± 0,4 (3,5 ± 0,1) ×102 (8,4 ± 0,3) × 104 3,2 × 10-2
11. Táblázat A humán tripszin 4 és mutánsai egyensúlyi kinetikai paraméterei. 1,22-530 nM enzim 
szubsztrát telítését határoztuk meg Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztráton 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2
(pH 8,0) pufferben 20 ºC-on. A relatív kcat/KM értékek meghatározásakor az adott forma kcat/KM értékét az R193G 
mutánséhoz viszonyítottuk. 
A 193-as glicin szubsztitúciója nagyobb méret  oldallánccal rendelkez
aminosavakkal — mint amilyen az alanin vagy az arginin — nem befolyásolja 
számottev  mértékben a katalitikus hatékonyságot (1,2-, illetve 1,1-szeresre n ), miután 
mind a kcat, mind a KM értéke mintegy 1,5-szeresre n tt az R193A és a vadtípusú 
enzimek esetében az R193G formához viszonyítva. A többi variáns azonban másféle 
viselkedést mutatott: ezeknél a katalitikus hatékonyság csökkent — els sorban a 
megnövekedett KM hatására. Az R193G/G19A mutáns katalitikus konstansa 
gyakorlatilag megegyezett az R193G tripszinével, a KM csökkenése következtében 
azonban a katalitikus hatékonyság negyed részre csökkent. Az R193G/G184A mutáns 
esetében a kcat kb. felére csökkent, míg a KM 17-szeresre n tt, így a kcat/KM
összességében az R193G variáns katalitikus hatékonyságának mintegy harmincad 
részére csökkent. A legdrasztikusabb hatást az R193G/G142A mutáns esetében kaptuk, 
ahol a kcat kevésbé, valamivel nagyobb mértékben, mint tized részre csökkent, ezzel 
egyidej leg azonban a KM értéke mintegy 700-szorosra n tt, így a katalitikus 
hatékonyság négy nagyságrenddel csökkent az R193G tripszinhez viszonyítva. 
Kiválasztott enzimvariánsokkal további egyensúlyi kinetikai méréseket is 
végeztünk.  Ezekhez a valamennyi csuklópontban glicint tartalmazó R193G variánst, 
valamint a más pozíciókban szubsztituált tripszinek közül a tripeptid szubsztráton 
legnagyobb aktivitást mutató R193G/G19A mutánst választottuk. Méréseinket egy a 
tripeptid szubsztráttal analóg, de csak P1 aminosavat tartalmazó szubsztráton (N -
benzoil-DL-Arg p-nitroanilid), illetve egy szintén P1 analóg inhibitorral (p-
aminobenzamidin) végeztük. A rövid szubsztráton kapott eredményeket a tripeptiddel 
összevetve láthatjuk, hogy mindkét enzim aktivitása jelent sen csökkent: a kcat két, míg 
a kcat/KM értéke három nagyságrenddel lett alacsonyabb (12. táblázat). Továbbra is 
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fennáll azonban, hogy a Gly19 alaninnal történ  szubsztitúciója a kcat értékére nem 
gyakorol hatást, csupán a KM n  mintegy tízszeresére. Az R193G/G19A mutánsnak az 
R193G formához viszonyított katalitikus hatékonyságát a két szubsztráton összevetve 
azt tapasztaljuk, hogy a kcat/KM három nagyságrendnyi változása mellett is a relatív 
kcat/KM alig változik, mindössze harmadára csökken. Igen hasonlóak az eredmények a 
P1 inhibitor esetében is: az R193G/G19A KI értéke az R193G mutánsénak 0,3 része, 
ami gyakorlatilag megegyezik a tripeptid szubsztráton kapott relatív katalitikus 
hatékonysággal (12. táblázat). 
  193G 193G/G19A
kcat (s-1) 0,91 ± 0,07 ≥ 0,83 ± 0,02 
KM (μM) (8 ± 2) × 102 ≥ (8,6 ± 0,4) × 103
kcat/KM (M-1s-1) (1,1± 0,3) × 103 97 ± 5 
BAPNA
Relatív kcat/KM 1 0,086 
KI (μM) (2,2 ± 0,1) × 102 66 ± 2 
PABA
Relatív KI 1 0,30 
12. Táblázat A humán tripszin 4 R193G, valamint R193G/G19A mutánsainak kinetikai konstansai 
BAPNA szubsztráton és PABA inhibitorral szemben. A méréseket 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2
(pH 8,0) pufferben 20 ºC-on végeztük. Az N -benzoil-DL-Arg p-nitroanilid szubsztrát esetében az 
enzimkoncentráció 1 nM volt, a szubsztrátkoncentráció 25 M és 20 mM között változott. A gátlási 
vizsgálatokat 250 M Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid szubsztrát jelenlétében 25 nM enzimen végeztük, a p-
aminobenzamidin koncentrációja 20 M és 5 mM között változott. 
4.5.7. Tranziens kinetika 
A mutáns tripszinek reakciómechanizmusának behatóbb megértése céljából 
tranziens kinetikai méréseket is végeztünk. Kísérleteinkhez a MUGB szubsztrát 
analógot választottuk, mivel a korábban kidolgozott módszer lehet vé teszi a szubsztrát 
hidrolízis elemi lépéseinek elkülönítését és sebességi állandójuk meghatározását. A 
szerkezeti és egyensúlyi kinetikai adatok alapján feltételeztük, hogy a bevitt mutációk 
nem változtatják meg alapvet en a reakciómechanizmust, azonban figyelembe kell 
venni az inaktív, zimogénszer  és az aktív, tripszinszer  konformáció között fennálló 
egyensúlyt: 
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4. séma A MUGB hidrolízis kib vített mechanizmusa. A MUGB tripszin által katalizált hidrolízisének 
lépései a következ k: szubsztrátkötés (1. lépés), az els  tetraéderes átmeneti állapot kialakulása (2. lépés), 
a kovalens acil-enzim létrejötte (3. lépés), majd lassú dezacilezés (4. lépés). Ezt a reakciómechanizmust 
b vítettük ki az inaktív zimogénszer  és az aktív forma között fennálló konformációs egyensúly 
figyelembevételével. Z, zimogénszer  konformáció; E, aktív konformáció; MUGB, 4-metilumbelliferil 4-
guanidinobenzoát; GB, 4-guanidinobenzoát; MU, 4-metilumbelliferon; a fluoreszcens specieszeket csillag 
jelöli. 
Az enzimreakció id beni lefutása 20 °C-on, pszeudo-els rend  körülmények 
között egy gyors exponenciális, valamint egy lassú lineáris fázisra volt bontható — a 
vadtípusú humán tripszin 4-hez és R193G mutánsához hasonlóan — valamennyi 
tripszinforma esetében (18. ábra). Az R193A, R193G/G19A és R193G/G184A 
mutánsok esetében az exponenciális komponens kétfázisú volt a teljes vizsgált MUGB 
tartományban (1,95-500 μM), jóllehet az id görbék kétfázisú volta els sorban nagyobb 
szubsztrátkoncentrációk esetén volt szembet n . Az R193G/G142A mutáns 
viselkedését azonban az egyfázisú illesztés megfelel en leírta, így ebben az esetben 
egyfázisú exponenciális függvényeket illesztettünk az id görbékhez. A továbbiakban a 
megfigyelt sebességi állandó szubsztráttelítési görbéit elemeztük (19. ábra). 
1 2 3 4
1 2
* *Z E MUGB E MUGB E GB MU E GB MU E GBk k k k
k k− −
+ − − ⎯⎯→ − + ⎯⎯→ +
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18. ábra A humán tripszin 4 R193A (A panel fekete szín, illetve B panel), R193G/G19A (A panel 
vörös szín, illetve C panel) és R193G/G142A (A panel kék szín, illetve D panel) mutánsainak 
reakciója MUGB-vel lineáris (A) és logaritmikus id skálán (B-D). 1 M enzimet 500 M MUGB-vel 
reagáltattunk 20 mM  Tricin, 10 mM CaCl2 (pH 8,0) pufferben 20 °C-on. A 4-metilumbelliferon termék 
fluoreszcenciáját 365 nm-en gerjesztettük és 420 nm felett detektáltuk. Az id görbékhez egy (vörös 
vonal), illetve kett s (kék vonal) exponenciális és lineáris fázisokat tartalmazó görbéket illesztettünk. Az 
R193G/G142A mutáns viselkedését megfelel  módon leírta az egy exponenciális görbe. Az R193A és 
R193G/G19A mutánsok id görbéit azonban csak egy kett s exponenciális görbe jellemzi megfelel
módon. 
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19. ábra A MUGB hidrolízis gyors ( ) és lassú ( ) fázisainak szubsztráttelítési görbéi a humán 
tripszin 4 R193A (A), R193G/G19A (B), R193G/G142A (C) és R193G/G184A mutánsai esetén.  
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Az R193A mutáns esetén mindkét exponenciális fázis sebességi állandója 
(kobs gyors = 17 s-1 és kobs lassú = 0,28 s-1) összevethet  volt a vadtípusú és az R193G 
enzimvariánsokra kapott értékekkel, jelezve, hogy a reakciómechanizmus megegyezik a 
másik két 193-as pozícióban különböz  aminosavakat tartalmazó formáéval (13. 
táblázat). A többi három mutáns kinetikai viselkedése azonban eltér  volt; a korábban 
felállított reakcióséma alapján nem lehetett ellentmondásmentesen megmagyarázni (13. 
táblázat). Míg a gyors fázis megfigyelt sebességi állandója az R193G/G19A mutáns 
esetében alig volt kisebb (kobs gyors = 15 s-1), mint az R193G referenciaformáé, az 
R193G/G184A mutáns esetében két nagyságrenddel csökkent (kobs gyors = 0,59 s-1). Ezen 
két mutáns lassú fázisának megfigyelt sebességi állandója, valamint az R193G/G142A 
exponenciális fázisának megfigyelt sebességi állandója gyakorlatilag megegyezik 
(kobs lassú R193G/G19A = 4,7 × 10-2 s-1, kobs lassú R193G/G184A = 5,1 × 10-2 s-1 és
kobs R193G/G142A = 6,9 × 10-2 s-1), de két nagyságrenddel kisebb, mint az R193G humán 
tripszin 4 esetében. Ezen túlmen en az R193G/G19A és R193G/G184A mutánsok 
szubsztrát hidrolízise során a lassú fázis megfigyelt sebességi állandójának 
szubsztrátkoncentrációtól való függése már rendkívül alacsony MUGB koncentráció 
tartományban megsz nt (a féltelítési koncentrációk 1,1 μM, illetve 4 μM), arra utalva, 
hogy a szubsztrátkötést l független, azt megel z  folyamatot ír le. 
Korábban megmutattuk, hogy a fluoreszcens jel az els  tetraéderes átmeneti 
állapot kialakulása során keletkezik, ami az id görbék gyors fázisának megjelenését 
eredményezi. A zimogénszer  mutánsok esetében azonban csak az aktív 
konformációban található enzimmolekulák képesek belépni a katalitikus ciklusba és 
kialakítani az els  tetraéderes átmeneti állapotot, vagyis a gyors fázis az aktív, 
tripszinszer  hányadnak felel meg. A zimogénszer  variánsok esetében a lassú fázis 
eredetét megmagyarázó legegyszer bb modell szerint — a szerkezeti próbák és az 
egyensúlyi kinetikai mérések eredményeivel összhangban — a lassú fázist a 
zimogén/aktív átalakulás eredményezi. Ugyanis az aktív konformációban lév
enzimmolekulák általi szubsztrátkötés a szabad tripszinszer  molekulák koncentrációját 
csökkenti, eltolva ezáltal az inaktív/aktív egyensúlyt az aktív forma irányába. A két 
fázis amplitúdójának aránya telítési szubsztrátkoncentrációnál tehát az aktív és inaktív 
konformációban lév  tripszin molekulák arányával kell, hogy megegyezzen. A tranziens 
kinetikai mérések szerint az R193G/G19A tripszin mintegy 10%-a található aktív 
konformációban, összhangban a proflavin kötés során kapott 18%-kal. Az 
R193G/G142A mutáns esetében — mely aktív helye a proflavin kötés alapján 
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szubsztrátkötésre képtelen, inaktív konformációban található — gyors fázis nem volt 
megfigyelhet , ami szintén azt mutatja, hogy az aktív, tripszinszer  forma hányada 
elhanyagolható. A R193G/G184A mutáns esetében a gyors fázis amplitúdója mintegy 
kétszerese a lassú fázisénak, ez esetben azonban az amplitúdó adatok kevésbé 
megbízhatók, mivel a két fázis sebességi állandója összevethet . 
Mivel az inaktív/aktív átalakulás nagyon lassú, a zimogénszer  mutánsok 
esetében ez válik a reakcióciklus sebességmeghatározó lépésévé. Így — a 193-as 
variánsokkal ellentétben — az acil-enzim kialakulása nem különíthet  el más 
reakciólépésekt l. 
k obs gyors (s-1) k obs lassú (s-1) k4 (s-1) 
vt (193R) 10 0,42 1,9 × 10-3
R193G 24 1,4 3,3 × 10-4
R193A 17 0,28 1,3 × 10-3
R193G/G19A 15 4,7 × 10-2 1,6 × 10-3
R193G/G142A –– 6,9 × 10-2 2,7 × 10-3
R193G/G184A 0,59 5,1 × 10-2 2,0 × 10-3
13. Táblázat A humán tripszin 4 variánsainak kinetikai paraméterei MUGB szubsztrát analógon. A 
két exponenciális fázis megfigyelt sebességi állandója, valamint a dezacilezés sebességi állandója. A 
megállított áramlásos kísérletek során 1 μM tripszint reagáltattunk — enzimvariánstól függ en — 
1,95-500 μM MUGB-vel 20 mM Tricin, 10 mM CaCl2 (pH 8,0) pufferben  20 °C-on. A felszabaduló 4-
metilumbelliferon fluoreszcenciáját 365 nm-en gerjesztettük és 420 nm felett detektáltuk. A látszólagos 
sebességi állandók meghatározásához az id görbékre kett s exponenciális és lineáris komponenseket 
tartalmazó függvényt illesztettünk. A dezacilezés sebességi állandóját a korábban leírt módon határoztuk 
meg. 
4.5.7. Megbeszélés 
Az aktivációs domén glicin csuklópontjai er sen konzerváltak valamennyi szerin 
proteázban, ami arra utal, hogy fontos szerepet töltenek be a térszerkezet kialakításában. 
A csuklópánt glicinek enzimm ködésben játszott szerepét támasztja alá az a tény is, 
hogy ezen glicinek bármelyikének szubsztitúciója a véralvadási kaszkád szerin proteáz 
faktoraiban — mint a FVII, FIX és FX — vérzékenység kialakulásához vezet (Giannelli 
és mtsai, 1994; Bernardi és mtsai, 1996; Wulff és Herrmann, 2000; Uprichard és Perry, 
2002). Korábban csak fenotípusos adatok voltak ismertek ezen mutációkkal 
kapcsolatban, munkánk azonban a betegségek molekuláris mechanizmusába is 
91
betekintést nyújt. Molekula dinamikai szimulációk alapján Brünger és munkatársai 
el revetítették, hogy a tripszinogén aktivációjában kulcsszerepet betölt  aminosavak 
cseréje — mint pl. az N-terminális Ile16 vagy a csuklópánt glicinek — kiterjedt 
változást okoznak a fehérjeszerkezetben (Brünger és mtsai, 1987). Az Ile16 és Asp194 
közötti sóhíd, valamint az Ile16 hidrofób kölcsönhatásainak hozzájárulását a 
zimogén/aktív átalakulás folyamatához Hedstrom és munkatársai behatóan 
tanulmányozták (Hedstrom és mtsai, 1996; Pasternak és mtsai, 1998). Ezzel szemben a 
csuklópánt glicineknek az aktív szerkezet és kialakításában és a katalitikus 
mechanizmusban betöltött szerepét korábban még nem tanulmányozták. 
A csuklópánt glicinek helyettesítéséhez az alanint választottuk, hogy a natív 
szerkezet kialakulását a lehet  legkisebb mértékben akadályozzuk. CD spektroszkópiai 
és h stabilitás mérések alapján — várakozásainknak megfelel en — egyik mutáció sem 
okozott jelent s változást a humán tripszin 4 másodlagos, illetve harmadlagos 
szerkezetében. Ezzel szemben a mutációk hatással voltak az aktivált forma aktivációs 
doménjének szerkezetére. Különböz  szerkezeti próbákkal sorra vizsgáltuk a zimogén 
és az aktív forma közti különbségeket — az autolízis hurok flexibilitását, az N-
terminális hozzáférhet ségét és az aktív hely konformációját —, és azt tapasztaltuk, 
hogy a mutáns tripszinek zimogénszer  szerkezettel rendelkeznek. Fontos azonban 




















vt (193R) 100 88 100 100 
R193G 100 83 100 100 
R193A 90 85 100 100 
R193G/G19A 100 51 18 25 
R193G/G142A 75 50 <1 <1 
R193G/G184A 79 73 15 3 
14. Táblázat Az aktív konformáció %-os aránya különböz  kísérleti megközelítések alapján a 
humán tripszin 4 aktivált formáiban. A limitált proteolízis esetében az aktivált forma hasításának 
megfigyelt sebességi állandóját osztottuk a zimogén formához tartozó értékkel. Az N-terminális kémiai 
módosítása esetén exponenciális illesztéssel határoztuk meg a látszólagos sebességi állandókat, majd az 
adott aktivált formához tartozó sebességi állandót osztottuk az IVGGYT kontrol peptidhez tartozó 
értékkel. 
A 193-as pozíció bizonyult legellenállóbbnak a perturbációval szemben: mind az 
arginint tartalmazó vadtípusú enzim, mind az R193A mutáns — az R193G referencia 
variánshoz hasonlóan — az aktív formára jellemz  szerkezeti tulajdonságokat mutatott. 
Eredményeink összevágnak azzal a ténnyel, hogy természetesen el forduló izoformák a 
vizsgált csuklópánt pozíciók közül csak a 193-as esetében léteznek: a humán tripszin 4-
en kívül pl. a patkány tripszin 5-A tirozint (Kang és mtsai, 1992), míg a Trimeresurus 
stejnegeri plazminogén aktivátor fenilalanint (Braud és mtsai, 2000) tartalmaz ebben a 
pozícióban. A zimogén/aktív átalakulás molekula dinamikai szimulációja a kimotripszin 
esetében azt mutatta, hogy a Gly193 diéderes szögei csak az aktivációs folyamat végén 
mennek át jelent s változáson (Mátrai és mtsai, 2004). Úgy t nik, a Gly193 
konformációját a teljes környez  peptidszegmens konformációja határozza meg, ami 
megmagyarázza ezen pozíció nagy ellenállóképességét a bevitt mutációkkal szemben. 
Schmidt és munkatársai ezzel ellentétben azt találták, hogy a Gly193 [555] 
aszparaginsavval történ  helyettesítése a XI-es véralvadási faktorban befolyásolja az 
aktív forma szerkezetét: a mutáció hatására nem alakul ki az Ile16 [370] és Asp194 
[556] közötti sóhíd, valamint torzul az S1 köt hely és az oxianion lyuk is (Schmidt és 
mtsai, 2004). Másfel l ugyanez a mutáció a VII-es faktorban nem okoz klinikai 
tüneteket (Bernardi és mtsai, 1996). A különböz  aminosavak által történ  szubsztitúció 
esetén kapott eredmények közti ellentmondást a humán tripszin 4 kristályszerkezete 
alapján kísérelhetjük meg feloldani (Katona és mtsai, 2002). A Katona és munkatársai 
által meghatározott szerkezetben az Arg193 oldallánca egy mélyedésben helyezkedik el, 
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és a Tyr151 aromás gy r jével való kölcsönhatás stabilizálja ebben a pozícióban. A 
humán tripszin 1-gyel összehasonlítva, amely egy konzervált glicint tartalmaz a 193-as 
helyen, a Tyr151 környezetében — a nagy szekvencia homológia ellenére — a C
atomok eltérése meghaladja az 1 Å-öt. Az Arg193 specifikus interakciói tehát 
hozzájárulhatnak az aktív konformáció stabilizálásához. Ezt az elképzelést az is 
alátámasztja, hogy kísérleteink során az R193A mutánsra kapott eredmények — a 
vadtípusú enzimmel szemben — valamelyest ellentmondásosak: bár az R193A humán 
tripszin 4 N-terminálisa eltemetett és aktív helye is szubsztrátkötésre alkalmas 
állapotban van, az autolízis hurok csekély mértékben hasítható. Eredményeink szerint 
tehát ezen mutáns szerkezete nem teljes mértékben aktív. Ennek magyarázata lehet az 
arginin oldalláncát stabilizáló kölcsönhatások hiánya. Ezt a hipotézist a G193A trombin 
mutáns kristályszerkezete is meger síti (Bobofchak és mtsai, 2005). A mutáció hatására 
nem változik számottev  módon az enzim globális szerkezete, és az alanin oldallánca 
nem akadályozza az inhibitor kötést. Érdekes módon azonban az autolízis hurok 
rendezetlen szerkezet vé válik. 
A másik három általunk tanulmányozott csuklópont érzékenyebb a glicin/arginin 
csere hatására. Eredményeink alapján azonban az egyes mutációk eltér  mértékben 
befolyásolják a tripszin szerkezetét. Az R193G/G184A mutáns szerkezete részben, míg 
az R193G/G142A mutánsé jellemz  módon zimogénszer . Az R193G/G142A mutánsra 
kapott eredmények összefügghetnek a Gly142-nek az aktív forma stabilizálásában 
betöltött további szerepével oly módon, hogy az aktív formában hidrogénhidas 
kölcsönhatást alakít ki mind az N-terminális Ile16-tal, mind pedig az Asp194-gyel. A 
tripszinogén szerkezetéb l ugyanakkor hiányoznak ezek a kölcsönhatások. Így ez a 
pozíció különösen érzékeny lehet a glicin szubsztitúciójára. Az R193G/G19A mutáns 
egyfel l zimogénszer  tulajdonságokat mutat, szabad N-terminálissal és deformált aktív 
hellyel, másfel l azonban az autolízis hurok ellenáll a limitált proteolitikus hasításnak. 
Ezt a különös viselkedést részben megmagyarázhatjuk a humán tripszin 4 
kristályszerkezete alapján: az N-terminális közvetlen kapcsolatban áll a szubsztrátköt
hellyel, mivel hidrogénhidak kötik össze a Val17N-t és az Asp189O-t, valamint az 
Asp189N-t és a Val17O-t. Így az N-terminális konformációjának megváltozása 
közvetlenül továbbadódhat az aktív helyre anélkül, hogy más, az aktivációs domén 
kialakításában részt vev  peptidszakasz szerkezetét jelent sen megváltoztatná. 
A különböz  szerkezeti próbákkal kapott eredmények közötti eltérések arra 
utalnak, hogy az egyes csuklópánt mutánsok különféle átmeneti állapotokat képviselnek 
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a teljes mértékben inaktív, zimogénszer  és az aktív, tripszinszer  konformációk között. 
Adataink összhangban állnak alacsony h mérséklet  röntgen-krisztallográfiás 
vizsgálatok eredményeivel is, melyek azt mutatják, hogy maga a tripszinogén is számos 
különböz  konformációs állapotban létezik (Walter és mtsai, 1982). Perturbált szög -
korrelációs spektroszkópiai vizsgálatok szerint a különböz  konformerek közti 
átalakulás a nanoszekundumos id skálán zajlik, míg az aktív formában nem figyelhet k 
meg dinamikus folyamatok ezen az id skálán (Huber és Bennett, 1983). 
A tetraéderes átmeneti állapot analóg D-MePhe-Pro-Arg-aldehid köt dése a 
zimogénszer  formákhoz helyreállította az aktív szerkezetet mind a limitált proteolízis, 
mind az N-terminális karbamilálása alapján. Ezek az eredmények meger sítik, hogy a 
bevitt mutációk következtében a tripszin molekula szerkezete nem torzult jelent sen. 
Feltételezésünk szerint a csuklópánt glicinek szubsztitúciójának hatására a jól 
meghatározott, tripszinszer  és a zimogénszer  állapotok közti egyensúly tolódott el a 
zimogénszer  formák irányába. A szubsztrát analóg köt dése stabilizálja az aktív 
formát, így a tripszinszer  állapot irányába tolja el az egyensúlyt. 
A Z-Gly-Pro-Arg p-nitroanilid hidrolízis kinetikáját a Michaelis-Menten modell 
alapján elemeztük. Adataink azt mutatják, hogy a csuklópánt glicinek szubsztitúciója 
hatására a katalitikus hatékonyság csökken, és a csökkenés mértéke korrelál a szerkezet 
zimogénszer  voltával. Az aktivációs domén szerkezetébe való más módon történ
beavatkozás is hasonló eredményre vezetett: különböz  Ile16 mutáns tripszinek 
aktivációs doménjének stabilitása jól korrelált a kcat/KM értékekkel (Hedstrom és mtsai, 
1996). A kinetikai mérések és a szerkezeti próbák eredményeit összevetve azt láthatjuk, 
hogy a katalitikus hatékonyság az aktív hely konformációjával hozható összefüggésbe, 
ugyanakkor meglehet sen független az N-terminális és az autolízis hurok állapotától 
(14. táblázat). Ebb l arra következtethetünk, hogy a katalízishez elengedhetetlen az S1 
hely m köd képes konformációja, ami azonban az aktivációs domén más részeinek 
különböz  állapotaival társulhat. Hasonló következtetést lehet levonni megnövelt 
aktivitással rendelkez  tripszinogén mutánsok BPTI komplexe kristályszerkezete 
alapján is (Pasternak és mtsai, 2001). A különböz  mutánsok S1 helyének és oxianion 
zsebének szerkezete hasonló a tripszinéhez, míg az N-terminális és az autolízis hurok 
konformációja változatos. 
A katalitikus hatékonyság csökkenésének oka els sorban a megnövekedett KM
érték, míg a kcat értékét csak kismétékben befolyásolják a mutációk. A kcat legnagyobb 
mérték  csökkenése egy nagyságrend az R193G/G142A mutáns esetében. Itt azonban a 
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megadott érték csak alsó határ, nem határozható meg pontosan a mutáns igen magas 
KM-je miatt. Ennek alapján szintén elmondhatjuk, hogy a mutációk nem zavarják 
jelent sen a natív szerkezet kialakulását. Ezt a következtetést az is meger síti, hogy a 
vizsgált enzimvariánsok esetében a jó és rossz szubsztráton mért kcat/KM értékek, 
valamint egy — átmeneti állapot analógnak tekinthet  — inhibitor KI értéke jól korrelál 
(Hedstrom és mtsai, 1994). Ebb l adódik az a következtetés, hogy az átmeneti állapot 
hasonló a különböz  variánsok esetében, és a szubsztrát hidrolízise azonos 
mechanizmussal történik (Hedstrom, 2002). Feltételezhet , hogy ha a mutációk 
érintenék a katalitikus apparátust, jó szubsztrátok hidrolízisére nagyobb hatást 
gyakorolnának (Hedstrom és mtsai, 1996). A KM értékekben tapasztalt növekedés ezzel 
szemben — különösen a szerkezeti próbák eredményei tükrében — arra utal, hogy az 
inaktív/aktív egyensúly eltolódott az inaktív forma irányába, és magas 
szubsztrátkoncentráció szükséges, hogy eltolja az egyensúlyt az aktív konformáció felé. 
MUGB szubsztrát analógon végzett tranziens kinetikai mérések, melyek 
lehet vé teszik egyes elemi reakciólépések elkülönítését, meger sítették a — 
szubsztrátkötést megel z  — inaktív/aktív konformációs átmenet szerepét. Ezen 
túlmen en azonban a mutációk az els  tetraéderes átmeneti állapot kialakulására is 
hatást gyakorolhatnak, és a lépés megfigyelt sebességi állandójának csökkenése jól 
korrelál a szerkezet zimogenitásának mértékével. Mivel a kés bbi reakciólépéseket — 
az acilezést és dezacilezést — alig érintik a mutációk, úgy véljük, hogy a tetraéderes 
átmeneti állapot kialakulása során indukált illeszkedés mechanizmussal helyreáll az 
aktív szerkezet. Ezt az elgondolást a gyorskinetikai méréseken túl a tetraéderes átmeneti 
állapot analóg jelenlétében végzett limitált proteolízis és N-terminális módosítás 
eredményei, valamint az egyensúlyi kinetikai mérések során kapott viszonylag állandó 
kcat értékek is alátámasztják. Eredményeinket termodinamikai és izotóphatás vizsgálatok 
is meger sítik (Case és Stein, 2003; Hengge és Stein, 2004). Ezek felfedték, hogy a 
szubsztrátkötés az enzim konformációs változását eredményezheti az acilezés során, 
ami el segíti a katalízist. Továbbá Hedstrom és munkatársai azt találták, hogy az Ile16 
oldalláncának mutációi, melyek destabilizálják a tripszin aktivációs doménjét, 
szelektíven csökkentik az acilezés sebességét, míg a szubsztrátkötést és a dezacilezést 
nem befolyásolják (Hedstrom és mtsai, 1996). 
Eredményeinket összefoglalva tehát elmondhatjuk, hogy a csuklópánt glicinek 
alaninnal történ  helyettesítése különböz  mértékben gátolja az aktív konformáció 
kialakulását. Valamennyi, a 193-as pozícióban különböz  aminosavat tartalmazó forma 
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teljesen aktív. Az egyéb csuklópozíciókat érint  mutációk azonban — különböz
mértékben — eltolják a zimogén/aktív konformációs egyensúlyt az inaktív forma 
irányába. Ez a jelenség teljesen megmagyarázza az R193G/G19A mutáns viselkedését 
mind a szerkezeti próbák, mind a kinetikai mérések során. A 184-es és 142-es 
csuklópánt glicinek szubsztitúciója azonban kiterjedtebb szerkezeti változásokat okoz 
az enzimmolekulában. Eredményeink alapján az R193G/G184A mutáns szubsztrát 
távollétében nem kerül teljes mértékben aktív konformációba. Ez csak a katalitikus 
ciklus során, az els  tetraéderes átmeneti állapot kialakulásakor történik meg, vagyis 
indukált illeszkedésr l beszélhetünk. A 142-es csuklópánt glicin szubsztitúciója esetén a 
teljes mértékben aktív szerkezet nem képes kialakulni. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS
Doktori munkám során a szerin proteázok m ködésének különböz  aspektusait 
— a katalitikus mechanizmust, a szubsztrátkötést, valamint az inaktív/aktív 
konformációs átalakulást — vizsgáltam a humán tripszin 4 példáján. Ez a tripszin a 
konzervált glicin helyett arginint tartalmaz a 193-as pozícióban.  Ez az aminosav 
különleges módon a szerin proteázok mindhárom strukturális elemének tagja, így részt 
vesz az átmeneti állapotot stabilizáló oxianion lyuk kialakításában, része az S2’ 
szubsztrátköt  zsebnek, valamint a zimogén aktivációs domén egyik fontos 
csuklópántja is. 
A 193-as glicin nagyméret  aminosavakkal — argininnel, fenilalaninnal és 
tirozinnal — történ  szubsztitúciójának a különböz  szubsztrátokkal és inhibitorokkal 
szembeni hatását többféle fehérjekörnyezetben is megvizsgáltuk. Kisméret , P’ oldali 
aminosavakkal nem rendelkez  szubsztrátok, illetve inhibitorok esetében azt 
tapasztaltuk, hogy a mutációk a kötési lépést nem befolyásolják. Mind a kcat, mind a KM
értékek kismérték  növekedése volt megfigyelhet , így összességében a katalitikus 
hatékonyság nem változott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a dezacilezés 
sebessége n . Nagyméret , fehérjetermészet  kölcsönható partnerek (szubsztrát, illetve 
inhibitorok) esetében az enzim felszínén való megköt dés sztérikus gátlása válik 
dominánssá a nagyméret  oldalláncok következtében. 
A protonleltár mérések azt mutatják, hogy a katalitikus mechanizmus a mutáció 
hatására nem változik alapvet en. Mindazonáltal méréseink arra utalnak, hogy a 193-as 
glicin argininnel történ  helyettesítése hatására az oxianion lyuk szerkezete torzul. A 
mutáció hatását az enzim katalitikus mechanizmusára MUGB szubsztrát analógon 
tranziens kinetikai módszerrel részletesen is elemeztük. Eredményeink alapján a reakció 
leírására egy, a korábbiaknál részletesebb modellt állítottunk fel, melyben a tetraéderes 
átmeneti állapot reverzíbilis kialakulása megkülönböztethet  az acil-enzim 
keletkezését l. A tranziens kinetikai vizsgálatok — az egyensúlyi mérésekb l levonható 
következtetésekkel összhangban — azt mutatják, hogy a glicin/arginin csere hatására az 
els  tetraéderes átmeneti állapot kialakulásának sebessége csökken, míg a dezacilezés 
sebessége n . További termodinamikai vizsgálatok megmutatták, hogy a 
sebességcsökkenés hátterében szerkezeti átrendez dések állnak (Tóth és mtsai, 2006).  
Az aktivációs domén egyes csuklópontjai körüli konformációs flexibilitást 
tanulmányozva azt kaptuk, hogy a flexibilitást csökkentve a zimogén/aktív egyensúly az 
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inaktív forma irányába tolódik el. A glicin/alanin csuklópánt mutáns enzimek szerkezete 
az aktív formában is zimogénszer  jellegzetességeket mutatott, az egyes enzimek 
szerkezete azonban eltér nek bizonyult. A katalitikus aktivitás az aktív hely katalízisre 
alkalmas konformációjának mértékével mutatott összefüggést. 
Tekintve, hogy a tripszinszer  szerin proteázok számos élettani folyamatban 
fontos szerepet játszanak, munkánk különböz  betegségek, mint pl. hemofíliák 
molekuláris mechanizmusába is betenkintést nyújt.  
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6. SUMMARY
In the course of my Ph.D. work I studied different aspects of the action of serine 
proteases, e.g. catalytic mechanism, substrate binding and the inactive/active 
conformational transition, exemplified by human trypsin 4. This trypsin contains an 
arginine instead of a conserved glycine at position 193. Residue 193 is involved in the 
composition of all three structural components of serine proteases. It is part of the 
oxyanion hole, which stabilizes the tetrahedral intermediate, and the S2’ substrate 
binding pocket, moreover, it is a hinge of the zymogen activation domain. 
Substitution of Gly193 by amino acids with large side chains, such as arginine, 
phenilalanine and tyrosine was studied toward different substrates and inhibitors in 
various protein environments. In the case of substrates and inhibitors without prime side 
residues the mutations have no effect on the binding step. On the other hand, both kcat
and KM values increase, which together result in no change of the catalytic efficiency. 
Our results suggest that the rate of deacylation is increased in the mutant enzymes. In 
the case of a protein substrate and proteinaceous inhibitors steric hindrance of the 
binding on the enzyme surface predominates. 
Proton inventory measurements show that the catalytic mechanism is not 
affected by substitution of Gly193. Nevertheless, our results suggest that the oxyanion 
hole is perturbed. The effect of the mutation on the catalytic mechanism was studied in 
detail using MUGB substrate analogue and transient kinetic methods. On the basis of 
our results we propose a refined reaction mechanism in that reversible formation of the 
tetrahedral intermediate is separated from formation of the acyl-enzyme. The transient 
kinetic measurements, in concert with the results of the steady-state experiments, show 
that the rate of formation of the first tetrahedral intermediate is decreased, while the rate 
of deacylation is increased as a result of the amino acid substitution. Further 
termodynamic investigations revealed that structural rearrangements occur in human 
trypsin 4 during formation of the first tetrahedral intermediate (Tóth és mtsai, 2006).  
We also studied the role of conformational flexibility around hinge glycines of 
the activation domain. Restriction of flexibility by replacing hinge glycines by alanines 
results in a shift of the inactive/active conformational equilibrium toward the inactive 
form. Hinge mutant enzymes are characterized by zymogen-like properties in the active 
form, although to different extents. Catalytic activity correlates with proper 
conformation of the active site. 
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As trypsin-like serine proteases play important roles in diverse physiological 
processes, our work also sheds light on the pathomechanism of various diseases, e.g.
haemophilias. 
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